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RESUMEN 
La degeneración de la matriz extracelular (MEC) del cartílago articular es un evento 
característico de la artrosis (OA). La comunicación celular a través de canales de 
conexinas (Cxs) es imprescindible para la correcta coordinación y función de cualquier 
tejido. Los resultados de este trabajo de tesis demuestran que los condrocitos expresan 
diferentes tipos de Cxs, formando canales funcionales que permiten la comunicación 
directa entre dos células en contacto o bien entre la célula y la matriz. Además, se han 
detectado cambios en la expresión y localización de la conexina 43 (Cx43) y la conexina 
45 (Cx45) en el caso de condrocitos en el cartílago de pacientes con OA. Los estudios 
desarrollados en este trabajo sugieren que el dominio C-terminal (CTD) de la Cx43 a 
través de interacciones con proteínas podría ejercer funciones diferentes en condrocitos 
sanos y condrocitos con OA. La delección del CTD en modelos animales disminuye la 
comunicación celular, afecta a la integridad de la matriz y aumenta la proliferación de 
los condrocitos. Estos resultados sugieren que alteraciones en la función del CTD de la 
Cx43 podrían estar implicadas en los cambios de fenotipo que se observan en los 
condrocitos de pacientes con OA y que desencadenan en la degradación de la MEC del 
tejido. 
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RESUMO 
A dexeneración da matriz extracelular (MEC) da cartilaxe articular e un evento 
característico da artrose (OA). A comunicación celular a través das canles de conexinas 
(Cxs) é imprescindible para a correcta coordinación e función de calquer tecido. Os 
resultados deste traballo de tese demostran que os condrócitos expresan diferentes 
tipos de Cxs, formando canles funcionais que permiten a comunicación directa entre 
dúas células en contacto ou ben entre a célula e a matriz. Ademais, detectáronse 
cambios na expresión e localización da conexina 43 (Cx43) e a da conexina 45 (Cx45) 
no caso de condrócitos illados da cartilaxe de pacientes con OA. Os estudos 
desenvoltos neste traballo suxiren que o dominio C-terminal (CTD) da Cx43 a través das 
interaccións con proteínas podería exercer funcións diferentes en condrócitos sans e 
condrócitos OA. A delección do CTD en modelos animais diminúe a comunicación 
celular, afecta a integridade da matriz e aumenta a proliferación dos condrócitos. Estes 
resultados suxiren que alteracións na función do CTD da Cx43 poderían estar 
implicadas no cambio de fenotipo que se observa nos condrócitos de pacientes con OA 
e que desencadean a degradación da MEC do tecido. 
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ABSTRACT 
Extracellular matrix (ECM) degeneration of the articular cartilage is characteristic event 
of osteoarthritis (OA). Cell communication through connexin (Cxs) channels is essential 
for the correct coordination and function of all tissues. The results of this thesis 
demonstrate that chondrocytes express different types of Cxs, and form functional 
channels, which allow the direct communication between two adjacent cells and between 
the cell and the matrix. Changes in the expression and localization of connexin 43(Cx43) 
and connexin 45 (Cx45) have been detected in OA chondrocytes. Besides, the 
interaction of different proteins with the C-terminal domain of Cx43 (CTD) may explain 
the different functions of Cx43 in healthy chondrocytes and chondrocytes from OA 
patients. Deletion of the CTD of Cx43 in animal models decreased cell communication, 
affected the matrix integrity and increase chondrocytes proliferation. These results 
suggest that changes in the Cx43 functions may be involved in the phenotypic changes 
observed in chondrocytes from OA patients that trigger cartilage ECM degeneration.  
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Introducción 
3 
1. LA ARTROSIS: DEFINICIÓN, PREVALENCIA, FACTORES DE 
RIESGO Y TRATAMIENTO 
 
La Sociedad Española de Reumatología (SER) define la osteoartritis o artrosis (OA) 
como una patología reumática que lesiona el cartílago articular lo que produce dolor, 
rigidez e incapacidad funcional (Figura 1). Según la OARSI (Osteoarthritis Research 
Society International), la OA es una patología que afecta a las articulaciones móviles, 
caracterizada por la degradación del cartílago, remodelamiento óseo, formación de 
osteofitos, inflamación de la articulación y pérdida de su función. Normalmente la OA se 
desarrolla en la columna cervical y lumbar, algunas articulaciones del hombro y de los 
dedos de las manos, la cadera, la rodilla y la articulación del comienzo del dedo gordo 
del pie. 
Estudios epidemiológicos han permitido determinar diversos factores de riesgo en el 
desarrollo de la OA1. Se consideran factores de riesgo: edad, sexo, estrógenos, origen 
étnico, susceptibilidad génica, hipercolesterolemia, obesidad, malformaciones 
congénitas o adquiridas, traumatismos, patología meniscal y meniscectomía, actividad 
profesional y deportiva y fuerza muscular. A día de hoy no se puede afirmar que la OA 
sea una enfermedad hereditaria ya que no presenta un patrón fijo de herencia y de 
hecho, en la gran mayoría de los casos probablemente se origine por una influencia 
multifactorial. 
La prevalencia de la OA difiere según la articulación afectada y según se utilice una 
definición radiológica o sintomática de la enfermedad2. Según la Organización Mundial 
de la Salud (OMS) en el año 2003 un 28 % de la población mundial mayor de 60 años 
padecía OA y un 80 % de ella presentaba limitaciones en sus movimientos3. En España* 
se calcula que la OA afecta al 10 % de la población general. Siete millones de españoles 
mayores de 20 años padecen artrosis de rodilla, mano o columna. Según el estudio 
EPISER* de la SER, la OA sintomática de rodilla tiene una prevalencia puntual del 10,2 
% y la artrosis de mano del 6,2 %. Alrededor de la mitad de la población adulta de más 
de 50 años muestra signos radiológicos de la OA de rodilla aunque es más frecuente en 
mujeres, sobre todo a partir de 55 años (* Datos del 2014). 
En España los pacientes con OA representan el 25 % del total de consultas atendidas 
por los reumatólogos. La Guía de Buena Práctica Clínica en OA del Ministerio de 
Sanidad y Consumo recoge en 2014 que un 35 % de las visitas a atención primaria son 
ocasionadas por la OA y es responsable de más del 30 % de las bajas laborales, tanto 
temporales como permanentes.  
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A día de hoy, el tratamiento de la OA se basa en una combinación de medidas que 
actúen en conjunto para reducir el dolor y mejorar la función articular. A día de hoy no 
es posible prevenir la progresión de la enfermedad. Por este motivo el tratamiento de la 
OA se centra principalmente en controlar el dolor. Para ello farmacológicamente se 
utilizan analgésicos simples como el paracetamol, los antiinflamatorios no esteroideos 
(AINEs) y los fármacos de acción lenta (SYSADOA, del inglés symptomatic slow acting 
drugs for osteoarthritis) como el condroitín sulfato, la glucosamina o la diacereina. Si 
esta primera aproximación no es eficaz se puede utilizar analgésicos alternativos como 
el tramadol y también están indicadas las inyecciones de corticoides o ácido hialurónico. 
En los casos de OA severa, el tratamiento final es la cirugía protésica sustituyendo la 
articulación completa por una prótesis sintética4. 
 
 
Figura 1. Representación de la artrosis de rodilla: Gonartrosis. (A) Rodilla sana, cartílago 
articular (tejido representado de color blanco-azulado) no lesionado. (B) Rodilla OA, cartílago 
articular lesionado. Imagen obtenida a partir del siguiente enlace: 
http://www.creasalud.com/artrosis.html. 
 
 
A partir de bases de datos administrativas se han realizado estimaciones del peso 
económico de la OA en diferentes países. En España según el estudio ARTROCAD* 
sobre la utilización de recursos sanitarios y la repercusión socioeconómica de la OA de 
rodilla y cadera, el coste anual medio de ambas patologías ascienden a 1.502 € por 
paciente, suponiendo un total de 4.738 millones de euros anuales, lo que representa un 
5,5 % del PIB (Producto Interior Bruto) español. Este gasto incluye: gastos asistenciales 
(46 %), bajas laborales (22 %), ingresos hospitalarios (13 %), pruebas diagnósticas (17 
%) y medicamentos (5 %). 
A B 
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2. EL CARTÍLAGO ARTICULAR: COMPOSICIÓN Y FUNCIONES 
 
El cartílago articular es un tejido conectivo especializado que recubre las superficies de 
los huesos en las articulaciones móviles, también denominadas sinoviales o 
diartrodiales, permitiendo el movimiento del esqueleto sin que se produzca dolor. Este 
tipo de articulaciones presentan una cápsula fibrosa externa y un tejido o membrana 
sinovial interna (Figura 2). Las células de la membrana sinovial son las responsables 
de secretar el líquido sinovial, un líquido viscoso, de color amarillo pálido y transparente 
cuyas funciones son reducir el rozamiento de las superficies articulares, lubrificar la 
articulación y nutrir los condrocitos articulares5. 
 
 
Figura 2. Representación de una articulación sinovial. En la imagen se muestra: (i) la cápsula 
articular formada por tejido fibroso; (ii) cavidad articular con el líquido sinovial; (ii) cartílago 
articular y (iv) membrana o tejido sinovial que recubre internamente la cápsula articular. Imagen 
obtenida a partir del siguiente enlace: http://www.wikideporte.com/wiki/Cavidad_articular. 
 
 
El cartílago articular proporciona una superficie de aspecto liso y color blanquecino con 
especiales características biomecánicas. Los componentes que forman la matriz 
extracelular (MEC) son los responsables de las propiedades físicas que caracterizan al 
tejido y que hacen que su superficie se deforme ante presiones, retornando a su espesor 
original cuando las fuerzas cesan. Su espesor varía entre 0.2 y 2 mm siendo mayor en 
los puntos de presión y de deslizamiento de la articulación. El cartílago articular es un 
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tejido elástico a la presión y se comporta como un elemento de amortiguación frente a 
golpes. Su desaparición acarrea el desgaste rápido del hueso por presión y frotamiento 
recíproco6. Cabe destacar que el cartílago articular de adultos no posee vasos 
sanguíneos, linfáticos y no está inervado. Debido a estas características, se cree que 
las células que lo forman se nutren por difusión de los nutrientes y moléculas 
provenientes del líquido sinovial o bien del hueso subcondral7, 8. 
Las articulaciones sinoviales están diseñadas para soportar el desgaste debido al peso 
del cuerpo a lo largo de la vida. En la OA se produce una degeneración progresiva del 
cartílago articular lo que disminuye la absorción de impactos y la lubricación en la 
articulación. Como resultado las articulaciones se hacen más vulnerables a la fricción 
repetida que tiene lugar durante los movimientos, lo que causa dolor y rigidez. El 
cartílago articular pierde su estructura y función9,10,11,12. 
Este tejido está compuesto por un único tipo celular, los condrocitos que son las células 
encargadas de sintetizar los componentes que forman la MEC constituida 
principalmente por colágenos, proteoglicanos (PGs), agua y otras glicoproteínas13. 
El agua representa entre el 65 – 80 % del volumen total del cartílago articular. El 
porcentaje de agua disminuye desde la zona superficial (80 %) hasta la zona profunda 
(65 %) y permite al tejido deformarse en función de la carga sufrida durante el 
movimiento. Actúa como lubricante de la zona superficial disminuyendo las fricciones 
durante los deslizamientos.  
Entre un 10 – 20 % total de la MEC está constituido por diferentes tipos de colágenos, 
principalmente por colágeno tipo II (COL2A). Los diferentes tipos de colágeno forman 
un entramado de microfibrillas (Figura 3A) donde cada tipo tiene su función. El COL2A 
es el tipo de colágeno más abundante en la MEC (90 – 95 %) proporcionando resistencia 
a las fuerzas de tracción. El colágeno tipo VI se encuentra principalmente en la matriz 
pericelular y participa en el proceso de adhesión de los condrocitos a la MEC. El 
colágeno tipo IX se entrecruza a las superficies de las macrofibras proporcionando 
resistencia a las fuerzas de tensión y actuando en la conexión interfibrilar. El colágeno 
tipo XI que participa en la formación de fibras. Por otra parte, el colágeno tipo X está 
vinculado a células hipertróficas en la zona de calcificación participando en la 
mineralización del cartílago. 
Los PGs suponen entre el 10 – 20 % del peso total de la MEC proporcionando 
resistencia a las fuerzas de comprensión. Están compuestos por una proteína central a 
la cual se unen cadenas de glicosaminoglicanos (GAGs). Los GAGs son disacáridos 
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compuestos por ácido glucurónico alternado con N-acetilglucosamina o N-
acetilgalactosamina. Los GAGs se unen a una serina de la proteína central por medio 
de un trisacárido formado por galactosil-galactosil-xilosa. Por su naturaleza estructural 
(grupos carboxilo y sulfato), los GAGs, son aniónicos. Además el ácido glucorónico a 
pH fisiológico se ioniza y estas cargas negativas atraen a un gran número de moléculas 
de agua2. En el cartílago los principales GAGs son el condroitín-sulfato y el queratán-
sulfato. Hay dos tipos de condroitín-sulfato, tipo 4 y tipo 6. El condroitín-sulfato tipo 6 
permanece constante a lo largo de la vida mientras que el tipo 4 disminuye con la edad13. 
El agrecano es el principal proteoglicano del cartílago (Figura 3A), está compuesto por 
una proteína central de 230 kDa a los que se unen condroitín-sulfato y queratán-sulfato. 
La masa molecular total puede llegar hasta los 2.200 kDa1. A su vez, las moléculas de 
agrecano se unen mediante una cadena central de ácido hialurónico. Otros PGs, de 
menor peso molecular incluyen a la decorina, biglicano o fibromodulina. Los PGs 
mantienen el balance hídrico y de electrolíticos en el cartílago. Los grupos sulfato y 
carboxilo de los GAGs atraen a moléculas con carga positiva y repelen a las de carga 
negativa. Esto incrementa la concentración de iones inorgánicos en la matriz, 
incrementando la osmolaridad en el cartílago. 
Los condrocitos representan entre 1 – 5 % del volumen total del tejido, se encargan de 
sintetizar todos los componentes de la MEC y regular su metabolismo. Los condrocitos 
se caracterizan por13: (i) estar localizados en lagunas dentro de MEC, (ii) alta actividad 
metabólica que permite la síntesis y mantenimiento de la MEC, (iv) supervivencia a bajas 
concentraciones de oxígeno y (v) niveles bajos de proliferación celular en el cartílago 
adulto. Las cargas mecánicas de la articulación son muy importantes porque van a 
regular el funcionamiento del tejido y fenotipo celular. 
 
2.1. Estructura del cartílago articular y alteraciones asociadas al desarrollo de 
la OA 
En el cartílago articular se diferencian morfológicamente cuatro zonas desde la zona 
superficial, en contacto con el líquido sinovial, hasta la zona calcificada que se extiende 
hasta el hueso subcondral. Histológicamente se observa dicha división en función de la 
profundidad ya que los condrocitos presentan características morfológicas diferentes en 
cada zona. A continuación se detallan las características de cada zona que aparecen 
representadas en la Figura 3C. 
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Zona Superficial. La zona superficial es la capa más fina, en ella se encuentran 
condrocitos elipsoidales y aplanados, orientados paralelamente a la superficie de la 
articulación y cubiertos por líquido sinovial. La MEC en esta zona está compuesta 
mayoritariamente por fibras de colágeno dispuestas paralelamente proporcionando 
resistencia a fuerzas de tensión. Alteraciones en la zona superficial conllevan cambios 
en las propiedades mecánicas del cartílago, lo que contribuye al desarrollo de OA. La 
zona superficial impide el paso de macromoléculas al interior del cartílago, tales como 
las del sistema inflamatorio presentes en el líquido sinovial. 
Zona Intermedia. Presenta una baja densidad celular, donde predominan condrocitos 
de forma esferoidal embebidos la MEC. Las fibras de colágeno se disponen al azar y 
aumenta la concentración de PGs. 
Zona Profunda. Los condrocitos se disponen perpendicularmente a la superficie y tienen 
una forma esferoidal. En esta zona se dan las mayores concentraciones de PGs y 
colágeno y la menor densidad celular en el caso de cartílago de adultos. 
Zona calcificada. Se caracteriza por tener un menor número de condrocitos embebidos 
en una MEC mineralizada y con una baja actividad metabólica. Se ha descrito que estos 
condrocitos sintetizan colágeno tipo X, el cual aporta integridad estructural y junto con 
el hueso subcondral participan en los procesos de amortiguación. La zona calcificada 
está separada de la zona profunda por una línea visible denominada línea de marea (del 
inglés tidemark). La tidemark tiene especial afinidad por las tinciones básicas, como el 
azul de toluidina (AT). Esta zona actúa como zona de transición entre el cartílago y el 
hueso subcondral, donde se pierden las propiedades elásticas y de resistencia que el 
cartílago aporta14. En 1992, Hunzinker et al. demostraron que los condrocitos de la zona 
calcificada son metabólicamente activos e incluso especuló sobre alteraciones 
temporales de su metabolismo después de daños sufridos en el cartílago15. Éste y otros 
trabajos han dado lugar a nuevos estudios que tratan de entender la comunicación entre 
el cartílago y el hueso subcondral y su implicación en el desarrollo de patologías tales 
como la OA16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23. 
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Figura 3. Estructura del cartílago articular. (A) Esquema representativo de la estructura del 
agrecano (CS = condroitín sulfato / KS = queratán sulfato / AH = ácido hialurónico) secretado por 
un condrocito. En la MEC también se representan las fibras de COL2A (Col II) y colágeno tipo IX 
(Col IX)). (B) Esquema de la organización de una laguna indicando la localización de la matriz 
pericelular, territorial e interterritorial alrededor de un condrocito. (C) Esquema de las cuatro 
zonas en las que se puede dividir el cartílago articular. Imagen adaptada de: Bhosale et al.13. 
 
 
La MEC varía su composición no sólo con la profundidad del cartílago articular sino 
también con la distancia al condrocito (Figura 3B). Así diferenciamos entre matriz 
pericelular, territorial e interterritorial13. La matriz pericelular se dispone alrededor del 
condrocito, en contacto con la membrana celular. Los PGs y las proteínas no colágenas 
son abundantes en esta región, también hay colágeno no fibrilar como el colágeno tipo 
VI. La matriz territorial envuelve la matriz pericelular de condrocitos individuales o de un 
grupo de condrocitos dentro de la misma laguna (formación conocida como condrón) y 
está presente en todo el cartílago24. Las fibras de colágeno se disponen 
entrecruzadamente rodeando los condrones protegiendolos de impactos mecánicos. La 
matriz interterritorial es la representa un mayor volumen en la MEC. En ella nos 
encontramos con las fibras de colágenos de mayor diámetro, orientadas según la zona 
del cartílago respecto a la profundidad del tejido, en paralelo en la zona superficial y en 
perpendicular en la zona profunda. A diferencia de la matriz pericelular y territorial, en la 
matriz intraterritorial hay agregación de PGs, como el agrecano. 
Como se ha dicho anteriormente, entre las funciones de la MEC se podrían destacar: (i) 
proteger a los condrocitos de cargas mecánicas regulando su fenotipo, (ii) permitir el 
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contacto con diferentes moléculas tales como citoquinas y factores de crecimiento, (iii) 
participar en la difusión de nutrientes entre condrocitos y (iv) actuar como elemento de 
transducción de señales entre células localizadas entre lagunas proximales y distantes. 
La OA es una enfermedad articular crónica y degenerativa; que causa dolor, rigidez y 
pérdida de función en las articulaciones. Se caracteriza por la degradación del cartílago 
articular, inflamación de la articulación y alteraciones a nivel del hueso25, 26. Aunque la 
OA afecta a todos los tejidos que forman la articulación27, un aspecto importante es la 
destrucción y pérdida del cartílago articular. Se desconoce el mecanismo molecular 
implicado en la pérdida de la homeostasis y la incapacidad de reparación del cartílago 
articular en los pacientes con OA, sin embargo se ha descrito que la causa final de daño 
en el cartílago se debe a la degradación de los componentes que forman la MEC, 
especialmente colágeno y PGs28 debido a un aumento de la expresión de enzimas que 
degradan la MEC, tales como diferentes metaloproteasas (MMPs)29. El desequilibrio 
entre las reacciones de anabolismo y catabolismo; la formación y degradación del tejido, 
conllevaría a una pérdida de la homeostasis tisular. 
Las MMPs representan una extensa familia de proteínas codificadas por 24 genes en 
humanos y 23 en ratón30. Como su nombre indica requieren de iones metálicos, en 
concreto, de zinc para poder hidrolizar sus correspondientes sustratos. Entre las MMPs 
se encuentran diferentes tipos de colagenasas, estromelisisnas y gelatinasas entre 
otras31, 32, 33. Su principal función es la remodelación de la MEC de los tejidos, aunque 
desde hace años se ha aceptado que las MMPs no solo actúan sobre sustratos de la 
matriz extracelular, sino también sobre factores de crecimiento, hormonas, citoquinas y 
quimioquinas31, 32. Incluso se ha observado que son capaces de escindir proteínas 
intracelulares lo que permite su participación en una amplia variedad de funciones 
celulares tales como: diferenciación, migración celular, regulación de la actividad de 
factores de crecimiento, supervivencia celular, apoptosis, angiogénesis o procesos 
inflamatorios30. La actividad de las MMPs está regulada a nivel transcripcional, por su 
activación proenzimática y por la inhibición endógena mediante las proteínas 
denominadas TIMPs (del inglés, tissue inhibitors of metalloproteases).  
 
 
 
 
Introducción 
11 
3. COMUNICACIÓN CELULAR 
 
El prerrequisito básico para el mantenimiento de la homeostasis de un tejido es la 
interacción de las diferentes redes de señalización extracelular, intracelular e intercelular 
entre las células que lo conforman34. La aparición de organismos multicelulares impulsó 
el estudio de mecanismos implicados en la comunicación celular directa, que permitan 
que las células actúen de forma coordinada. Algunos de estos mecanismos dependen 
de la difusión intercelular de moléculas de señalización y otros requieren del contacto 
célula - célula o célula - matriz35.  
La comunicación celular es la capacidad que tienen las células de intercambiar 
información con el medio extracelular y/o con otras células, permitiendo responder 
coordinadamente ante estímulos internos o externos. Podemos diferenciar entre tres 
sistemas de comunicación: extracelular, intracelular e intercelular36. En este trabajo, nos 
hemos centrado en el estudio de la comunicación intercelular, la comunicación entre dos 
células adyacentes mediante el desarrollo de uniones intercelulares especializadas 
denominadas complejos de adhesión que permiten la formación de canales de 
comunicación directa (Figura 4). Los complejos de adhesión proporcionan solidez 
estructural al tejido (uniones adherentes, uniones estrechas y desmosomas), 
permitiendo que las células adyacentes se mantengan muy próximas entre sí y puedan 
formar canales de conexinas (Cxs) entre ambas células que permiten el contacto entre 
citoplasmas celulares (uniones comunicantes, UCs). La alteración de los complejos de 
adhesión y de las UCs afecta a la función del tejido pudiendo desencadenar el desarrollo 
de patologías entre las que se incluyen diferentes tumores37. Entre los complejos de 
adhesión, la comunicación intercelular mediada por UCs podría describirse como la más 
crítica para el mantenimiento de la homeostasis y función tisular36, 38, debido a que 
regula numerosos procesos fisiológicos, tales como proliferación celular, acoplamiento 
metabólicos, químico y eléctrico o transmisión de señales de muerte celular, entre otros 
procesos39, 40, 41, 42. 
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Figura 4. Complejos de unión. En la figura se representan esquemáticamente diferentes tipos 
de complejos de unión entre los que destacan: (i) las uniones estrechas, (ii) las UCs que forman 
canales de comunicación entre las células adyacentes permitiendo el paso de señales 
metabólicas, químicas y eléctricas, (iii) uniones adherentes y (iv) desmosomas. Imagen adaptada 
del siguiente enlace: http://www.asturnatura.com/articulos/envoltura-celular/membrana-
plasmatica-uniones-intercelulares.php. 
 
 
En organismos invertebrados las UCs están formadas por inexinas, mientras que en 
vertebrados están formadas por Cxs43. Ambas familias proteícas comparten 
características estructurales aunque presentan poca homología entre sus secuencias 
de aminoácidos. Por otra parte, las inexinas presentan características estructurales y de 
secuencia similares con las panexinas (Panx)44, otra familia de proteínas capaces de 
formar hemicanales en vertebrados pero que a día de hoy, todavía no está claro si son 
capaces de formar UCs. La capacidad de formación de UCs por parte de las Panxs 
podría estar limitada por los procesos de glicosilación que sufren en sus dominios 
extracelulares45. Sin embargo, el descubrimiento de las Panxs46 ha complicado el 
estudio de las funciones de las Cxs, ya que ambas presentan una topología muy similar 
y permiten el flujo pasivo de pequeñas moléculas entre el interior celular y el medio 
extracelular47, 48, 49. 
 
 
 
Uniones Estrechas 
Uniones Comunicantes 
Uniones Adherentes 
Desmosomas 
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3.1. Conexinas: Tipos de conexinas y estructura  
Las Cxs son proteínas transmembrana responsables de la comunicación célula - célula 
mediante la formación de UCs y célula - matriz mediante la formación de conexones o 
hemicanales50. A día de hoy se han descrito 21 tipos de Cxs en humanos y 20 en 
ratones51. Las Cxs se denominan según su peso molecular (de 26 a 59 kDa) precedido 
de Cx, por ejemplo: Cx26, Cx32 o Cx4352. Cuando dos o más Cxs tienen un peso 
molecular muy similar se utiliza el punto decimal para diferenciarlas, por ejemplo Cx30.3 
o Cx31.153. Según la similitud de secuencia y la longitud de los dominios citoplasmáticos 
se dividen en cinco subgrupos: α, β, γ, δ y ε54, utilizando el prefijo GJ (UC, del inglés 
Gap Junctions) seguido del número que indica el orden de descubrimiento. Por ejemplo: 
GJβ1 (Cx32, la primera Cx descubierta del subgrupo β) o GJα1 (Cx43, la primera Cx 
descubierta del grupo α). La nomenclatura más común es la primera49.  
A nivel de secuencia génica, la mayoría de las Cxs presentan una estructura común que 
consiste en dos exones separados por un intrón. La longitud del intrón varía entre las 
diferentes Cxs. El primer exón contiene únicamente la región 5´- UTR mientras que el 
segundo exón contiene la región codificante completa. La transcripción de las Cxs está 
regulada por una combinación de factores de transcripción, algunos de ellos específicos 
de tejido. La regulación de su expresión ocurre en un período de tiempo muy corto en 
respuesta a cambios fisiológicos54. 
Las Cxs son co-traduccionalmente insertadas en la membrana del retículo 
endoplasmático donde son plegadas con la ayuda de las chaperonas. En el caso de no 
alcanzar una correcta conformación son degradas a través de la vía proteosomal55, 56. 
Durante su transporte entre el retículo endoplasmático y el aparato de Golgi las Cxs se 
ensamblan en hexámeros dejando un poro hidrofílico central; estas estructuras se 
denominan hemicanales o conexones57, 58. 
Respecto a la topología de las Cxs, estas proteínas están formadas por nueve 
dominios53, tal y como se muestra en la Figura 5: cuatro dominios transmembrana: TM1, 
TM2, TM3 y TM4, un dominio N-terminal (NTD, del inglés N-terminal domain), un 
dominio C-terminal (CTD, del inglés, C-terminal domain) y tres dominios hidrofílicos (2 
loops extracelulares, EL1 y EL2; y un loop intracelular, IL1). 
Los cuatro dominios hidrofóbicos que atraviesan la membrana y los dos loops 
extracelulares contienen residuos o sustituciones conservadas entre las diferentes Cxs. 
En cambio, los dominios citoplasmáticos (IL1 y CTD) presentan menor homología entre 
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las diferentes Cxs. El CTD es el dominio más variable tanto en longitud como en su 
composición de aminoácidos53.  
Las regiones extracelulares son las responsables del acoplamiento de los hemicanales 
entre células adyacentes mediante fuerzas no covalentes formando así las UCs59. En 
los loops extracelulares, destacan seis residuos de cisteína, tres en cada loop. Estudios 
bioquímicos han demostrado que estas cisteínas participan en la formación de puentes 
disulfuro intramoleculares pero no intermoleculares60, 61, se ha descrito que mutaciones 
en alguno de estos residuos de cisteínas por serinas impide la formación del canal62, 63 
que representa no solo el acoplamiento eléctrico y químico si no también la 
especificidad, la formación selectiva de uniones heterotípicas64, 65. En el caso de la 
Cx43, Cx46 y Cx56 las interacciones heterotípicas entre hemicanales compuestos por 
diferentes Cxs parecen depender por la secuencia del EL266. 
 
 
Figura 5. Representación de los diferentes dominios de la Cx43 insertada en la 
membrana plasmática. 
 
 
Las modificaciones químicas que sufren las conexinas después de su traducción son 
una importante herramienta para la regulación de la actividad de las UCs y hemicanales. 
Las modificaciones posttraduccionales que se han descrito para las Cxs incluyen: 
fosforilación, ubiquitinización, hidroxilación, acetilación, γ-carboxilación, metilación, 
deaminación, unión de grupos sulfuro, S-nitrosilación, palmitoilación o sumoilación67, 68, 
69, 70, 60. Algunas modificaciones están implicadas en actividades de la proteína que son 
independientes de los canales, en la apertura y cierre del canal o en el acoplamiento 
metabólico de las células a través de las UCs. Otras modificaciones están implicadas 
en la regulación del ciclo de vida de las Cxs: transporte, ensamblaje, desensamblaje y 
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degradación. La ubiquitinización por ejemplo se ha descrito que regula el transporte y el 
remplazo de las Cxs54. 
La fosforilación de las Cxs es la modificación posttraduccional más estudiada. Fue 
descubierta en los años 8071 y desde entonces se han identificado una amplia variedad 
de sitios de fosforilación especialmente dentro de la secuencia de la Cx43. La 
fosforilación mediada por diferentes quinasas en los residuos de serina, treonina y 
tirosina dentro del CTD, se ha definido como el mayor evento regulador bajo condiciones 
fisiológicas y patológicas. Además de modificar la interacción de las Cxs con otras 
proteínas72, la fosforilación se ha descrito como marca esencial durante el ensamblaje 
de las Cxs en hemicanales y en la correcta composición y función de las UCs. La 
fosforilación también afecta a funciones de las Cxs que ocurren de forma independiente 
a la actividad del canal, como por ejemplo el control de la proliferación celular ejercido 
por la Cx4373. 
 
3.2. Canales de conexinas: hemicanales y uniones comunicantes. 
Los hemicanales pueden estar formados por seis Cxs idénticas (homomérico) o 
diferentes (heteromérico), tal y como se detalla en la Figura 6, la mayoría de las células 
expresan dos o más tipos de Cxs. En algunos casos, la coexpresión de diferentes Cxs 
en la misma célula permite la existencia de mecanismos compensatorios ante pérdidas 
o mutaciones en alguna Cxs, tal como la coexpresión de Cx26 y Cx32 en hepatocitos, 
donde en ciertas condiciones la pérdida de función de la Cx26 debido a mutaciones no 
afecta a la función de la Cx en el hígado74, 75, 76. Sin embargo existen multitud de casos 
en que el efecto no es compensatorio, tal como ocurre por ejemplo en la piel, donde se 
conoce la expresión de múltiples Cxs y mutaciones o pérdida de la función de una 
determinada Cx da lugar al desarrollo de determinadas enfermedades y síndromes, tal 
y como ocurre por ejemplo con mutaciones en la secuencia de la Cx2677, 78. 
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Figura 6. Representación de hemicanales o conexones homoméricos y heteroméricos.  
 
 
Un vez ensambladas las Cxs en hemicanales, estos son envueltos en vesículas en el 
aparato de Golgi y transportados hasta la membrana plasmática a través de los 
microtúbulos79, 80. Los hemicanales se insertan en la membrana donde se agrupar entre 
10 y 10.000 hemicanales36. Cada uno de estos hemicanales puede acoplarse con 
hemicanales de otra célula en estrecho contacto, formando así canales intercelulares, 
cerrados al espacio extracelular y que ponen en contacto ambos citoplasmas. Los 
hemicanales y UCs81, 55 forman agrupaciones en la membrana que se conocen como 
placas36. Proteínas como la ZO-1 o cadherinas juegan un papel importante en el proceso 
que determina la ubicación específica de las placas en la superficie celular82 y en la 
colocalización de las UCs con uniones adherentes83. 
Las UCs pueden estar formadas por dos hemicanales homoméricos (homotípicos) o por 
hemicanales heteroméricos (heterotípicos) (Figura 7). Virtualmente, todas las células 
que forman tejidos sólidos están unidas mediante UCs. En vertebrados se han descrito 
UCs en prácticamente todos los tipos celulares, con algunas excepciones como los 
glóbulos rojos84, 85, 86, 87. Este tipo de canales se observaron por primera vez en las 
sinapsis eléctricas de las células de Mauthner88. Revel y Kamovsky acuñaron 
posteriormente el término UC en el año 1967, al observar estas unidades hexaméricas 
en miocardio e hígado de ratón89. 
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Figura 7. Representación de diferentes tipos de UCs según el tipo de Cxs que forman cada 
hemicanales. En el caso de las UCs heterotípicas las interacciones entre los hemicanales 
heteroméricas se pueden establecer a través del mismo tipo de Cx (UC heterotípica A) o por 
diferentes Cxs (UC heterotípica B). 
 
 
Las Cxs tienen un ciclo de vida media corto, de unas pocas horas (1 – 5 horas)90, 91, 92, 
93, 55. La síntesis de Cxs y su inserción en la membrana está acoplado a la internalización 
de las UCs (o placa) y su posterior degradación93, 94. Se ha sugerido que la inserción de 
nuevos hemicanles en la membrana sucede en los bordes de las placas de las UCs, 
mientras que los hemicanales más antiguos que serían degradados se localizan en el 
centro de la placa95. La degradación de Cxs, hemicanales y UCs y su reemplazo en la 
membrana dependen de condiciones fisiológicas y patológicas (migración celular, 
mitosis, isquemia, etc.)96. Las UCs se internalizan desde la superficie celular en 
vesículas de doble membrana denominadas annular gap junctions97 (Figura 8), 
actuando una de las células como receptora y otra como donadora, el canal formado 
por los hemicanales de las dos células se internaliza por completo en una de las dos 
células. 
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Figura 8. Esquema del proceso de internalización de UCs formando la estructura 
denominada annular gap junctions. Imagen modificada del siguiente enlace: 
http://www.sanpatricio.co.uk/Innexins/pg4%20sal.php. 
 
 
La fosforilación y la ubiquitinización de las Cxs juegan un papel esencial tanto para la 
internalización de la UCs como para su degradación98. Se han descrito dos vías de 
degradación de la denominada annular gap junctions: lisosomal y proteosomal, es 
probable que in vivo ambas vías participen en la degradación de las Cxs, hemicanales 
y UCs, dependiendo de las condiciones o del tipo celular. El disponer de diferentes vías 
proteolíticas permitiría a las células compensar posibles alteraciones en alguno de los 
procesos de regeneración o degradación dotando a las células de una mejor capacidad 
de adaptación y respuesta98. La combinación de inhibidores lisosomales y 
proteosomales ha sugerido que la degradación es susceptible a las dos vías pero de 
manera no aditiva, aunque hay evidencias que apoyan la actuación secuencial de 
ambas99. Se ha descrito que el proceso de internalización de los hemicanales o UCs 
seguida de su degradación vía lisosomal está mediada por monoubiquitinización 
mientras que la degradación vía proteosomal requiere de poliubiquitinización100. Sin 
embargo, a día de hoy todavía no se entiende bien el papel que juega el proteosoma en 
la degradación de la estructura annular gap junctions. A mayores, se ha descrito 
recientemente un nuevo mecanismo de renovación y degradación de la annular gap 
junctions centrado en el proceso de autofagia101. 
 
 
 
Célula 1 
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3.3. Funciones: Hemicanales y uniones comunicantes 
Se podría resumir que las Cxs tienen tres tipos de funciones: (i) formar los hemicanales 
que permiten la comunicación entre la célula y la matriz extracelular, (ii) formar las UCs 
que permiten la transferencia de pequeñas moléculas entre células adyacentes y (iii) 
funciones que pueden ejercer de forma independiente a la actividad del canal tales como 
control de la proliferación celular102. La pérdida de homología entre los CTDs de las 
diferentes Cxs, junto con los resultados publicados por varios grupos de investigación, 
sugiere que el CTD podría estar implicado en este tipo de funciones que no dependen 
de la actividad de las UCs y hemicanales103 y entre las que se incluyen la regulación de 
adhesión y migración celular y control del ciclo celular104, 105, 106, 73. Estas funciones 
podrían ser ejercidas mediante su participación directa en rutas de señalización y/o 
interfiriendo o interaccionando con diferentes proteínas105, 106, 107, 108. 
Loewenstein et al., en 1966 fueron los primeros en observar la pérdida de comunicación 
intercelular en células hepáticas cancerosas respecto a células hepáticas normales109, 
sugiriendo que alteraciones en la comunicación celular a menudo resultan en una 
desregulación del crecimiento celular y en la aparición de tumores. Desde entonces, han 
sido numerosos los estudios dedicados a entender el papel de la comunicación célula - 
célula y de diferentes Cxs en el desarrollo y progresión de tumores110, 111.  
Respecto a las funciones de los hemicanales, estos no son simples precursores de las 
UCs, hace tiempo que se han convertido en objeto de estudio como entidad individual. 
Los hemicanales permiten el intercambio de pequeñas moléculas e iones entre el interior 
celular y medio extracelular (comunicación célula - matriz). Está aceptado que la célula 
en estado de reposo mantiene preferentemente los hemicanales cerrados, para evitar 
un desequilibrio en el balance electrolítico, despolarización de la membrana y pérdida 
de pequeñas moléculas intracelulares como el ATP112, 113. Aunque desde 1991, año en 
el que se describió por primera vez que la apertura de los hemicanales estaba implicada 
en procesos inflamatorios y de muerte celular en oocitos de Xenopus inyectados con 
ARN de Cx46114, se ha ido ampliando su estudio y existen evidencias de mecanismos 
específicos de regulación de la apertura y el cierre de hemicanales en células en 
cultivo53. Por ejemplo, se ha demostrado que la baja concentración de calcio promueve 
la apertura de los hemicanales en ciertos tipos celulares, así como el efecto del pH 
extracelular o de diferentes bloqueantes, tanto específicos como inespecíficos53.  
Las UCs juegan un papel activo en la comunicación y señalización intercelular y están 
sometidas a complejos mecanismos de regulación. Estos canales permiten el 
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acoplamiento metabólico mediante el paso de pequeños metabolitos y moléculas tales 
como aminoácidos, azúcares o péptidos; y el acoplamiento químico y eléctrico a través 
del intercambio de segundos mensajeros e iones como K+, Na+, Cl- y Ca2+ entre células 
adyacentes53. Además participan en el control de la proliferación y migración celular y 
en la regulación de la expresión génica a través del transporte de segundos mensajeros, 
pequeños oligonucleótidos como ARN de interferencia (ARNi) y reguladores génicos 
(Ca2+, cAMP,IP3)115, 116, 117. Muchas de estas funciones van a depender del tipo de Cx 
y/o Cxs que formen las UCs, que determinará la permeabilidad, apertura y cierre y 
especificidad en el ensamblaje de las UCs118.  
Varios estudios en los que se midió la conductancia, la selectividad a iones y la 
permeabilidad utilizando moléculas fluorescentes de diferente tamaño, carga y 
composición química revelaron una amplia variedad de propiedades del poro. Ningún 
ion atómico es tan grande como para no poder atravesar los canales homotípicos de 
Cx43, Cx40, Cx37 y Cx45, los cuales muestran una permeabilidad similar a cationes 
monovalentes, tales como el potasio o el sodio119, 120, 121, 122. Sin embargo la selectividad 
de carga varía desde la preferencia de aniones (Cx32) a una alta selectividad de 
cationes (Cx40, Cx43)122, 123, 119. El uso inicial de trazadores fluorescentes y moléculas 
no cargadas proporcionó información respecto a la limitación del diámetro del poro de 
las Cxs, resultando que las UCs formadas por Cx43 presentaban mayor diámetro de 
poro124. A su vez, las propiedades de permeabilidad de un canal son moduladas de 
forma reversible por modificaciones posttraduccionales tales como la fosforilación o por 
interacciones proteicas54 . Son bien conocidos el intercambio y paso de segundos 
mensajeros y metabolitos tales como el ATP o ADP, Ca2+, cAMP, IP3, glutamato, 
glutatión y ARNi a través de canales homoméricos de Cx26, Cx32 y Cx43 y 
heteroméricos de Cx32/Cx30 o Cx32. Los canales formados por Cx43 presenta de 100 
a 300 veces más selectividad por el ATP que los canales de Cx32; el glutamato, glutatión 
y ADP muestran de 10 a 20 veces más permeabilidad a canales de Cx43 y la adenosina 
es 10 veces más permeable a los canales de Cx3254. Las diferencias de permeabilidad 
entre diferentes Cxs, podrían explicar la necesidad de diferentes tipos de Cxs para 
regular la comunicación celular en los diferentes tipos celulares y tejidos. 
Resultados de varios estudios in vitro muestran como cada Cx exhibe propiedades 
funcionales únicas125, como por ejemplo tamaño, forma y carga de las moléculas que 
pueden pasar por el canal126.  
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3.4. Conexinas: Enfermedades asociadas 
Como ya se ha descrito, la comunicación célula – célula permite la coordinación 
eléctrica, química y metabólica127, 128, 129, y participa en procesos de apoptosis, expresión 
génica, respuestas inflamatorias o crecimiento celular130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 
140, 141, 142, 143, 116, 126. Existe una amplia variedad de enfermedades humanas hereditarias 
que se deben a mutaciones en los genes de las Cxs144, 145. Algunos de estos ejemplos 
están recogidos en la Tabla 1. Estas enfermedades suelen presentarse en los primeros 
años de vida y causan anomalías o defectos en los procesos de oligomerización y 
plegamiento de la proteína o en la capacidad de controlar los mecanismos de apertura 
y cierre del canal entre otras alteraciones146. Además de las enfermedades causadas 
por mutaciones en los genes de las Cxs, existen otras patologías asociadas a Cxs pero 
causadas por alteraciones en las funciones de la proteína. Entre estas patologías se 
incluyen procesos inflamatorios, OA, desarrollo de tumores y procesos de metástasis, 
Alzheimer, Parkinson, epilepsia o migrañas147.  
La enfermedad de Charcot-Marie-Tooth (CMTX) se debe a mutaciones en el gen de la 
Cx32 y es una enfermedad neurológica que afecta a las capacidades motoras y 
sensoriales de los pacientes148, 149. Actualmente existen más de 400 mutaciones 
diferentes descritas en el gen de la Cx32, GJB1, relacionadas con el desarrollo de 
CMTX148. La Cx32 se expresa en muchos tipos celulares entre ellos en oligodendrocitos 
y células de Schwann, donde forma UCs que permiten el paso de iones y moléculas de 
señalización a través de la vaina de mielina150. Sin embargo, a pesar del amplio patrón 
de expresión de la Cx32 la neuropatía periférica es la única manifestación clínica de la 
CMTX, posiblemente la coexpresión de otras Cxs compensen el daño causado por la 
pérdida de la Cx32 en otros tejidos148.  
En el caso de la enfermedad Pelizaeus-Merzbacher (PMLD), una leucoencefalopatía 
autosómica recesiva hereditaria, se desencadena por mutaciones en el gen GJA12 que 
codifica para la Cx47 y se caracteriza por nistagmo seguido de ataxia, espasticidad e 
hipomielinización151. La Cx47 se expresa principalmente en los cuerpos celulares de los 
oligodendrocitos mientras que la proteína mutada parece acumularse parcialmente en 
el retículo endoplasmático. Las mutaciones asociadas a PMLD alteran las UCs formadas 
por Cx47 y por Cx47/Cx43 entre oligodendrocitos y astrocitos, lo que produce la pérdida 
del acoplamiento entre las células de la glía152, 153, 154. 
La Cx40, entre otros tejidos, se expresa en el miocardio formando UCs de baja 
resistencia que permiten la propagación del impulso cardíaco. Una mutación del gen 
codificador de la Cx40, GJA5, que resulta en la traducción incompleta de la proteína 
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(Q49X), da lugar a fibrilación auricular idiopática. Utilizando líneas celulares deficientes 
en Cx40 se observó que la proteína mutada se localizaba mayoritariamente a nivel 
citoplasmático y no se detectaron placas de UCs en las superficies celulares155. 
El cristalino es un tejido avascular donde se han detectado la Cx43, la Cx46 y la Cx50. 
Se han descrito nueve mutaciones en el gen de la Cx46 (GHA3)156, 157, 158, 159, 160, 161, 162 
y cuatro mutaciones en el gen que codifica la Cx50 (GJA8)163, 164, 165, 166 como causantes 
de cataratas. 
Un ejemplo de patología asociada a alteraciones en la función o localización de las Cxs 
no asociadas a mutaciones, son las lesiones a nivel cerebral. Estas pueden causar la 
muerte de células neuronales y de la glía de forma inmediata, extendiéndose el daño al 
tejido nervioso adyacente a través de la liberación e intercambio de moléculas lo que 
promueve la respuesta inflamatoria, formación de radicales libres y excitotoxicidad167, 
168. Por ejemplo, se ha observado que las UCs formadas por Cx43 en astrocitos de 
roedores aumentan después de una lesión de este tipo en el sistema nervioso central169. 
El tratamiento con un péptido mimético de la Cx43 reduce el daño en el tejido 
circundante a donde se produjo la lesión170.  
En el caso del Alzheimer, se detectó un incremento en la expresión de la Cx43 y Cx30, 
en las proximidades de la mayoría de las placas de la β-amiloide en modelos de ratón 
con Alzheimer171. Además, se ha observado que la β-amiloide promueve la activación y 
liberación de glutamato y ATP a través de hemicanales de Cx43 en astrocitos, 
produciendo muerte neuronal por la activación (apertura) de hemicanales de Cx36 en 
las neuronas172. 
Cambios en la actividad de los hemicanales se han relacionado con ciertas 
patologías173. Aunque la mayoría de estos resultados proceden de ensayos in vitro, lo 
que dificulta determinar su relevancia clínica, resultados publicados indican la 
implicación de los hemicanales en enfermedades tales como la arterioesclerosis, o en 
procesos inflamatorios e infecciones bacterianas173, 174, 175, 176, 177. Además, varios 
estudios han demostrado que ciertas condiciones patológicas desencadenan en la 
apertura descontrolada y masiva de hemicanales, lo que se denomina en inglés leaky 
hemichannels, afectando negativamente al mantenimiento de la homeostasis celular e 
induciendo muerte celular178. 
Patrones anormales de expresión o de localización subcelular de las Cxs han sido 
observados en varios tumores179, 180, 181, 182. Se ha descrito la pérdida de localización de 
la Cx32 en cánceres gástricos humanos en relación con el grado de diferenciación 
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celular del tumor183 y como al disminuir los niveles de Cx32 se incrementa la proliferación 
celular en líneas celulares de rata con hepatoma184. En modelos animales de ratón de 
diferentes cánceres de pulmón inducidos químicamente se han observado alteraciones 
en los niveles de expresión de ciertas Cxs, tales como la Cx26, Cx32, Cx37, Cx40, Cx43, 
Cx45 y Cx46185, 186. Niveles reducidos de Cx26 y Cx43 se relacionan con el desarrollo 
de varios cánceres, entre ellos el cáncer de mama. La expresión de Cx26 o Cx43 en 
diferentes modelos celulares inhibe significativamente la proliferación celular de células 
tumorales187, 188, 189, 190, 191, 192, 193, 194, 195. 
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ENFERMEDAD MANIFESTACIÓN CLÍNICA Cx  
Enfermedades neurodegenerativas 
Charcot-Marie-Tooth (CMTX) 
Debilidad en las extremidades. Desmielinización progresiva 
de los axones periféricos 
Cx32 
Pelizaeus-
Merzbacher(PMLD) 
Neuropatía periférica leve 
Cx46 
Cx47 
Enfermedades cardiovasculares 
Fibrilación Auricular 
Idiopática 
Arritmia auricular e insuficiencia cardíaca congestiva Cx40 
Heterotaxia Visceroauricular 
Malformaciones cardíacas y defectos en los órganos 
viscerales 
Cx43 
Enfermedades de la piel 
Síndrome de Vohwinkel 
Queratodermia palmoplantar con ictiosis y la pérdida de 
audición 
Cx26 
Síndrome de Queratitis-
Ictiosis-Sordera (KID) 
Queratitis vascularizante con lesiones cutáneas 
hiperqueratósicas y sordera 
Cx30 
Cx26 
Eritroqueratoderma Variable 
(EKV) 
Crecimiento lento de manchas eritematosas y 
queratodermas estáticos, sordera sin mutación de la Cx31 
Cx30.3 
Cx26 
Displasia Ectodérmica 
Clouston´s Hidrotic 
Hipotricosis, queratodermia palmoplantar, distrofia ungueal 
y/o hiperpigmentación 
Cx30 
Psoriasis 
Hiperproliferación de queratinocitos epidérmicos que resulta 
en escamosas, enrojecimiento de la piel, pápulas y placas 
Cx26 
Icitosis ligada a Hystrix con 
sordera (HID) 
Ictiosis severa y pérdida de audición Cx26 
Síndrome de Bart-Pumphrey 
Hiperqueratosis sobre las articulaciones interfalágicas y 
metacarpofalángicas proximales y distales y pérdida de 
audición. 
Cx26 
Cx26 
Sordera sindrómica y no 
sindrómica 
Pérdida auditiva sensorial. En la sordera sindrómica se 
asocia a los desórdenes en la hiperproliferación de la piel. 
Cx30 
Cx31 
Cx43 
Cx46 
Cataratas Zonular Pulverulent Cataratas congénitas Cx50 
Displasia Oculodentodigital 
(ODDD) 
Síndrome que incluye trastornos oftalmológicos, dentales, 
cranofaciales, del hueso y desórdenes en las extremidades 
Cx43 
 
Tabla 1. Enfermedades hereditarias causadas por mutaciones en diferentes Cxs. Tabla 
adaptada de Grek et al. 2014196.
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Para el estudio de enfermedades humanas relacionadas con mutaciones en genes que 
codifican Cxs se han desarrollado modelos animales basados en ratones Knockout. El 
hecho de que el fenotipo knockout para la Cx26197 y la Cx45198 sean letales a nivel 
embrionario y que los ratones con fenotipo knockout para la Cx43 mueran a las pocas 
horas de su nacimiento debido a anomalías congénitas en el miocardio199 claramente 
indican la importancia de las Cxs. 
Los ratones knockout para la Cx32 son viables y fértiles pero presentan menor peso que 
el fenotipo silvestre. En ellos la estimulación eléctrica del sistema nervioso simpático en 
el hígado moviliza un 78 % menos de glucosa de las reservas de glucógeno respecto al 
fenotipo silvestre, así como presentan una menor expresión de Cx26 en el hígado y el 
área total de las UCs se reduce unas mil veces respecto al fenotipo silvestre. 
Contrariamente a los pacientes, los ratones deficientes en Cx32 que sufren CMTX no 
presentan anomalías neurológicas a los tres meses de edad, aunque sí pueden 
desarrollarlas más tarde200. Este modelo animal también se emplea para el estudio de 
la Cx32 en tumorogénesis200, 201, 202. 
Los canales de Cx26 parecen ser esenciales para la transferencia de nutrientes desde 
la madre al embrión197. Los ratones knockout homocigotos para la Cx26 mueren en el 
útero antes del inicio de la segunda mitad del período gestacional, alrededor del día 11 
post coitum. En ellos la absorción de glucosa del embrión homocigoto deficiente en Cx26 
desde la sangre materna no es suficiente para la rápida organogénesis que sufre el 
embrión durante el periodo gestacional.  
Los embriones deficientes en Cx45 muestran llamativas anomalías en el desarrollo 
vascular y mueren entre el día 9,5 y 10,5 post coitum. Tanto la diferenciación como la 
posición de las células endoteliales parece ser normal, pero el desarrollo de los vasos 
sanguíneos revela daños. La vasculogénesis ocurre de forma normal pero la 
transformación a vasos maduros está interrumpida, aunque este daño no se produce 
por igual en todos los vasos, reflejando la compensación por otras Cxs en los diferentes 
tipos de vasos sanguíneos198. Los ratones knockout para la Cx30 (fenotipo homocigoto) 
nacen con la frecuencia esperada, un desarrollo normal y son fértiles pero exhiben una 
discapacidad auditiva severa y constitutiva203.  
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3.5. Conexina 43 
La Cx43 es la conexina más estudiada expresándose en multitud de tipos celulares, 
entre los que se incluyen cardiomiocitos, queratinocitos, astrocitos, células endoteliales 
o hepatocitos204. Incluso en tejidos como el cartílago articular, donde las células se 
encuentran aisladas en lagunas distantes separadas unas de otras, se demostró su 
expresión por primera vez en 1995 en cartílago articular bovino205 y en el año 2009, en 
cartílago articular humano206, 207. 
La Cx43 fue descrita por primera vez en 1987 por Beyer et al., en miocardio de rata52. 
Posteriormente en 1990, Glenn et al., describieron la longitud total del transcrito primario 
de la Cx43 en miocardio humano y de rata. El gen de la Cx43 en humanos, se localiza 
en el cromosoma 6 (6q22.31; ID: 2697), dando lugar a un transcrito de 14.168 pb que 
se traduce en 382 aminoácidos. 
Normalmente el inicio de la traducción en eucariotas depende de la unión del ARNm 
(ARN mensajero) a través de su caperuza 5´ (cap-5´) al ribosoma, pero se han descrito 
ARNm que presentan la capacidad de traducirse sin necesidad de la estructura cap-5´, 
entre ellos el ARNm de la Cx43208. Esta iniciación de la traducción independiente de 
cap-5´ requiere de la presencia en el ARNm de secuencias denominas IRES (del inglés 
internal ribosome entry site)209, 210. Las secuencias IRES han sido encontradas en ARNm 
de genes que codifican proteínas cuya presencia es necesaria en condiciones donde la 
traducción mediada por cap-5´ está dañada, tales como los genes de algunos factores 
de transcripción211, 212, de las HSP (del inglés heat shock proteins)213, de proteínas 
implicadas en apoptosis214 o de proteínas implicadas en la regulación del ciclo celular214.  
La fosforilación de las Cxs, especialmente la de la Cx43, tiene lugar en las primeras 
etapas de su síntesis y tráfico intracelular215, 216. La Cx43 contiene un total de 66 residuos 
de serina, tirosina y treonina; 32 de los cuales se encuentran en su CTD217, 70. Los 
ratones Cx43K258stop sufren una delección de 125 aminoácidos en el CTD de la Cx43, 
en el caso de los individuos homocigotos los recién nacidos son viables per se, 
indicando que la delección del CTD-Cx43 no perjudica gravemente el desarrollo 
embriónico. Postnatalmente, menos de un 3 % de los ratones con el fenotipo 
Cx43K258stop homocigoto sobreviven hasta la edad adulta (sobre 4 meses). Esta 
letalidad se debe a defectos en la permeabilidad de la barrera epidérmica218. La mayoría 
de los ratones con fenotipo Cx43K258stop homocigoto mueren durante los 2 primeros 
días de vida debido a la completa pérdida de permeabilidad de la barrera epidérmica; 
únicamente aquellos ratones que exhiben defectos de forma interrumpida, sin que afecte 
a toda la superficie corporal, alcanzan la madurez de forma semejante a los ratones que 
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sufren la supresión de la desmocolina-1219. Las hembras con fenotipo homocigoto que 
alcanzan la madurez son infértiles debido a defectos en la foliculogénesis.  
El fenotipo heterocigoto, los cuales presentan niveles de expresión de Cx43K258stop 
incrementados respecto al homocigoto debido a la compensación de dosis génica, 
alcanzan la madurez. En estos ratones se ha visto como en los discos intercalados del 
miocardio, la organización espacial de las UCs está alterada, lo que afecta a las 
funciones del canal220. También se observa un incremento del diámetro de las placas de 
UCs en la membrana celular junto con el aumento del tiempo de vida media de la 
Cx43221. Por otra parte, en el modelo de ratón knockout para la Cx43 (Cx43cKO) los 
embriones homocigotos mueren al nacer debido a fallos en el intercambio gaseoso 
causado por la inflamación y obstrucción del tracto de salida del ventrículo derecho del 
corazón222.  
La regulación de la fosforilación del CTD de la Cx43 es crítica no sólo por su efecto en 
la organización y funcionalidad de los canales que forma, sino también porque facilita o 
inhibe interacciones de otras proteínas con la Cx43, las cuales van a regular diferentes 
rutas de señalización o modular procesos tales como proliferación celular70. Las 
quinasas Akt, PKA y CK1 participan como reguladores de los procesos de tráfico 
intercelular y ensamblaje de la Cx43. Park et al., propusieron que la fosforilación de los 
residuos de serina 369 y 373 (S369 y S373) por la quinasa Akt (PKB) son necesarios 
para la interacción de la Cx43 con las proteínas 14-3-3, unión que promueven el 
transporte de la Cx43 desde el retículo endoplasmático hacia el aparato de Golgi y hacia 
la membrana plasmática215, 216. Las quinasas PKA y CK1 incrementan el número de UCs 
de Cx43 en las placas en la membrana plasmática217. Por otra parte, la fosforilación en 
la S365 por PKA estabiliza las UCs en las placas al prevenir la fosforilación de S368 por 
PKC70. Una vez las UCs de Cx43 están incorporadas en las placas en la membrana 
plasmática, varios eventos pueden desencadenar la apertura y cierre del canal o la 
internalización y degradación de las UCs70. Varias quinasas están implicadas en estos 
procesos de fosforilación en los residuos de serina y tirosina223, 224, 225. 
La apertura y cierre del canal están regulados en respuesta a cambios en el voltaje, en 
la concentración de calcio, en el pH o por las interacciones de proteínas con el CTD, 
entre otros factores226, 227, 228, 229, 230, 54. Los mutantes donde el CTD de la Cx43 está 
incompleto se pierde la rapidez en la apertura y el cierre del canal231 y sensibiliza el 
canal al pH232. Aunque todavía no está claro el rango de concentración de Ca2+ 
necesario para desacoplar UCs, se ha sugerido que el Ca2+ actúa por la vía de la 
calmodulina y se ha demostrado que inhibidores de la calmodulina previenen el 
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desacoplamiento de las UCs en diversos tipos celulares233. En el caso de la Cx43 se ha 
sugerido que la calmodulina podría estar unida al loop citoplasmático en una región 
superpuesta con el CTD234. 
Los canales de Cx43 ejercen importantes funciones mediando la comunicación celular 
en sistemas como el vascular, digestivo, reproductor o nervioso54. La Cx43 está 
implicada en el correcto desarrollo del corazón, tal y como se observó con los ratones 
knockout homocigotos para Cx43199. En los vasos sanguíneos participa en la regulación 
de la presión sanguínea y en el sistema vascular la Cx43 permite la propagación del 
potencial de acción entre los cardiomiocitos, junto con la Cx40 y la Cx37. Se ha descrito 
la presencia de la Cx43 a nivel mitocondrial en los cardiomiocitos, donde ejerce una 
función protectora esencial para la supervivencia tras un proceso de isquemia, asociada 
a la protección que ejerce el denominado preacondicionamiento (del inglés 
preconditioning), el cual permite a las células aumentar su resistencia al proceso 
isquémico235, 236, 237, 238, 239, 227. 
A nivel intestinal, se ha descrito que la Cx43 participa en la motilidad del intestino, 
mediando la comunicación entre las células intersticiales de Cajal y el músculo liso. En 
los órganos reproductivos femeninos todos los tejidos presentan UCs. En ratones 
deficientes en la expresión de Cx43 los folículos presentan anomalías morfológicas que 
incluso impiden la fertilización in vitro de los óvulos240. En el caso de los órganos 
reproductivos masculinos la Cx43 es la Cxs más ampliamente expresada y se cree es 
necesaria para la correcta espermatogénesis241. En el sistema nervioso la Cx43 forma 
parte de las sinapsis eléctricas en las neuronas y también se expresa en las células de 
la glía y astrocitos. En el ojo, el cristalino es un órgano avascular y sus células puede 
recibir los nutrientes necesarios mediante su transporte desde el exterior hacia el interior 
a través de estas UCs242. En la piel, como respuesta ante lesiones, la expresión de Cx43 
cambia dinámicamente, lo que se correlaciona con los eventos necesarios para la 
cicatrización de las heridas243, 244, 245, 246, 247, 248. 
El CTD de la Cx43 actúa a modo de scaffolding para su asociación con proteínas 
estructurales del citoesqueleto, proteínas de señalización y/o factores de transcripción 
que dirigen la regulación de diferentes rutas de señalización celular de forma 
independientemente de la actividad de las UCs249. Esta propiedad del CTD de la Cx43 
representa una base estructural para las funciones independientes del canal que por 
definición no requieren el intercambio de moléculas entre células adyacentes (UCs) o 
entre el citosol y el espacio extracelular107. 
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La Cx43 regula la proliferación y migración celular y estos efectos parecen ser 
principalmente dependientes de la presencia del CTD de la Cx43107. Se ha descrito que 
el CTD (desde el aminoácido 257 al 382) es suficiente para promover la migración 
celular250 y su expresión es capaz de inhibir la proliferación celular251, 252. Cuando se 
induce la expresión del CTD en cardiomiocitos y en células HeLa, el CTD se localiza a 
lo largo del citoplasma e incluso en el núcleo. A mayores, la localización nuclear del CTD 
podría ejercer efectos sobre la expresión génica253. La Cx43 participa en la regulación 
del crecimiento celular, vía interacción con proteínas tales como p21 y control de la 
expresión génica de proteínas implicadas en el control del ciclo celular.  
En gliomas se ha observado el efecto supresor de tumores de la Cx43 a la vez que su 
capacidad de aumentar la migración de las células tumorales, como en el caso de la 
línea celular de glioma LN18252, a través de mecanismos en los que el CTD y elementos 
de actina del citoesqueleto parecen estar implicados. Esta ambivalencia podría 
explicarse por la heterogeneidad de su expresión y la variedad de sus funciones. Las 
células tumorales de las que se espera migren expresan Cx43 mientras que las que no 
expresan Cx43 son más proliferativas254. Este efecto sugiere que la Cx43 podría estar 
ejerciendo funciones diferenciales durante el desarrollo del tumor y el proceso de 
metástasis. Alguna de estas funciones podría no depender de la actividad de los canales 
de conexinas. 
Finalmente, se han publicaron evidencias de la traducción interna de un fragmento de 
20 kDa a partir de un transcrito del gen de la Cx43255, 256, 257. Recientemente nuevos 
estudios han confirmado que la fracción de 20 kDa de la Cx43 se corresponde con parte 
de su CTD, y dicho fragmento se ha detectado en una amplia variedad de líneas 
celulares y células primarias humanas y bajo diferentes condiciones.
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A día de hoy no se conocen los mecanismos moleculares implicados en la degradación 
del cartílago articular que ocurre en pacientes que sufren OA, lo que no permite 
desarrollar tratamientos eficaces para frenar el avance de la enfermedad o que permitan 
regenerar el tejido dañado.  
Alteraciones en la comunicación celular desencadenan en el desarrollo de numerosas 
enfermedades y síndromes. Dada la importancia de la Cx43 en los procesos de 
comunicación celular y su potencial implicación en el desarrollo de la OA, se 
establecieron los siguientes objetivos: 
 
1. Estudio de la comunicación célula – célula y célula –matriz a través de canales de 
Cxs en modelos animales, líneas celulares de condrocitos, condrocitos primarios y 
cartílago articular de donantes sanos y pacientes con OA.  
 
2. Estudio de la función del CTD de la Cx43 en los procesos de comunicación celular, 
en cambios en el fenotipo de los condrocitos y en los procesos de síntesis y 
degradación de los componentes de la MEC. 
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1. OBTENCIÓN DE MUESTRAS DE TEJIDO 
 
Para la realización de este trabajo se utilizaron muestras de cartílago articular 
provenientes de: (i) articulaciones de rodilla de Sus scrofa donadas por la Unidade de 
Ciruxía Experimental do Complexo Hospitalario Universitario de A Coruña (CHUAC – 
Xerencia de Xestión Integrada de A Coruña, XXIAC), (ii) articulaciones de rodilla o 
cadera de donantes sanos (individuos que han sufrido una fractura en la articulación 
que requiere su sustitución por una prótesis artificial), (iii) pacientes con OA después de 
la cirugía de reemplazo de estas articulaciones por una articulación sintética y (iv) 
articulaciones de rodilla de ratones de la serie Cx43K258stop y Cx43cKO, enviados por 
el Dr. Christian Naus (British Columbia University, Vancouver, Canadá) a la Dra. María 
Dolores Mayán Santos siguiendo todos los requisitos de envío, autorizaciones y 
tratamiento de las muestras.  
Se incluyen las muestras obtenidas de articulaciones de rodilla de miembros inferiores 
amputados en el Complexo Hospitalario Universitario de A Coruña (CHUAC – Xerencia 
de Xestión Integrada de A Coruña, XXIAC) y depositadas en el Servicio de Anatomía 
Patológica. En este caso, dichas muestras de tejido sólo se han utilizado para cultivos 
primarios (condrocitos aislados de tejido). Donantes y pacientes pertenecen al CHUAC 
y todas las muestran están incluidas en la Colección Privada de Muestras Biológicas 
Humanas (C. 0000424. Registro Nacional de Biobancos del Instituto de Salud Carlos III. 
Grupo de Reumatología del INIBIC). El uso de dicha colección como la realización de 
este estudio han sido autorizados por el Comité Ético de Investigación Clínica de Galicia 
(CEIC) (2012/094 – PII3/00591). 
Las muestras empleadas (cartílagos de donantes sanos y pacientes con OA) se 
clasificaron según el método de Mankin score con ligeras modificaciones258 y utilizando 
tinciones entre las que se incluyen tinciones de hematoxilina eosina (HE), safranina O 
fast green (SO - FG) y AT entre otras, así como la historia clínica de los pacientes con 
OA y donantes sanos. 
 
1.1. Procesamiento de explantes de cartílago 
Los explantes de cartílago se procesaron inmediatamente después de la cirugía en el 
caso de donantes sanos, pacientes con OA y muestras de Sus scrofa, e inmediatamente 
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después del sacrificio en el caso del modelo animal (ratones de la serie Cx43K258stop 
y Cx43cKO). 
Los explantes de tejido se obtuvieron realizando cortes en paralelo a la superficie de la 
articulación con un bisturí (Swann Morton, Reino Unido), los cuales se procesaron de 
diferente forma según su finalidad: 
- Congelación in situ en eppendorfs (Eppendorf, Alemania) sumergiéndolos en 
nitrógeno líquido. Muestras para la extracción de ARN. 
 
- Congelación in situ en Criomold Standard usando el medio criosolidificable 
Tissue – Tek O.C.T. Compound (Sakura Finetek, Holanda) e isopentano (Merk, 
Alemania) previamente llevado a su punto de congelación (-50 ºC) con el uso de 
nitrógeno líquido (-180 ºC). Posteriormente estos bloques fueron almacenados a 
-80 ºC. Estas muestras se utilizaron para la realización de técnicas histológicas. 
 
- Fijación en formol durante 16 – 18 horas y colocación en cassettes (Tissue Teck, 
Holanda) para ser embebidos en etanol (Panreac Química, España) de 70º 
durante 10 minutos y posterior inclusión en parafina (Merck, Alemania) utilizando 
el inclusor automático STP 120 Tissue processor (Myr, España). Para la 
formación de los bloques de parafina se utilizó un centro modular Leica EG1150 
(Leica Microsystems, Alemania), los bloques se almacenaron a temperatura 
ambiente. Las muestras se utilizaron para la realización de técnicas histológicas. 
 
1.2. Aislamiento de células del cartílago articular 
Para el aislamiento de condrocitos, las superficies articulares fueron lavadas con 
solución salina (Fresenius Kabi, España). Se realizaron cortes paralelos a la superficie 
articular con un bisturí, separando el cartílago articular de hueso subcondral y 
obteniendo láminas de cartílago articular que se digirieron mecánica y químicamente 
como se describe a continuación. Las láminas de cartílago fueron cortadas en trozos 
pequeños sobre una placa petri (Soria Genlab S.A., Madrid) para facilitar su posterior 
digestión química. Este troceado se incubó con una solución de tripsina - EDTA (0,5 
mg/ml) (Sigma, Alemania) durante 10 minutos a 37 ºC en agitación, se decantó y se 
incubó con colagenasa tipo IV de Clostridium, 2 mg/ml (Gibco BRL, Invitrogen, EEUU) 
en DMEM (Dulbecco´s modified eagle´s medium, Invitrogen) suplementado al 5 % con 
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suero fetal bovino (SFB, Gibco, Invitrogen) durante 16 – 18 horas a 37 ºC en agitación, 
para liberar las células de la MEC. Esta solución se pasó por filtros de 100 µm de poro 
(BD Falcon, Francia) para eliminar los restos de cartílago no digerido. El filtrado se 
centrifugó a 1500 rpm 5 minutos a temperatura ambiente, el sobrenadante se descartó 
y las células se contaron en una cámara de Neubauer (Marienfeld, Alemania) para 
cultivar las células según el número obtenido en frascos de cultivo de 25 cm2 (BD Falcon, 
Francia) – 250.000 células, 75 cm2 (BD Falcon, Francia) – 2x106 células o 162 cm2 
(Costar Corning Incorporated, EEUU) – 3x106 células, para su crecimiento y la 
realización de experimentos. Los condrocitos se mantuvieron en cultivo en medio DMEM 
suplementado con 15 % de suero de embrión bovino (SEB, Life Technologies Ltd, 
España) y con 100 µg/ml de Primocin (InvivoGen Primocin™, EEUU) en incubadores 
humificados a 37 ºC y 5 % de CO2 en aire (Steri-Cult Co2 Incubator HEPA Class 100, 
Termo Electron Corporation, Madrid). Cuando los condrocitos alcanzaron una 
confluencia del 70 – 80 % se expandieron a otro frasco mediante tripsinización o se 
recogieron para la realización de experimentos. El tiempo de cultivo no se prolongó más 
allá de la quinta semana para evitar la desdiferenciación a fibroblastos259. 
En el caso de condrocitos en cultivo, también se han utilizado las líneas celulares: (i) 
T/C-28a2, condrocitos aislados de cartílago costal de una hembra de 15 años 
inmortalizados con el antígeno T grande del virus de simios 40 (SV40-LT)260, dicha línea 
celular fue donada por la Dra. Mary Goldring por petición de la Dra. María Dolores Mayán 
Santos y la línea de condrocitos (ii) HCS-2/8, condrocitos obtenidos de un 
condrosarcoma de la zona proximal del húmero de un varón de 72 años, sin haber 
recibido quimioterapia ni radioterapia261, esta línea celular fue donada por el Dr. 
Masaharu Takigawa por petición de la Dra. María Dolores Mayán Santos. 
 
2. TÉCNICAS DE MICROSCOPÍA 
 
2.1. Microscopía electrónica de barrido 
Los explantes de cartílago congelados en Tissue Teck O.C.T Compound se cortaron 
con un bisturí, se descongelaron a temperatura ambiente mediante inmersiones en 
tampón de cacodilato 0,2 M a pH 7,4, se deshidrataron en concentraciones seriadas de 
etanol, se secaron y se recubrieron con oro mediante pulverización catiónica. Las 
imágenes se obtuvieron usando el microscopio electrónico Jeol JEM 6400 Scanning 
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Electron Microscope a 20 kV visualizando las imágenes con el programa Inca Energy 
V.2000. 
 
2.2. Microscopía óptica y fluorescente 
2.2.1. Hematoxilina eosina 
La tinción de hematoxilina eosina, es una de las tinciones más empleadas en histología 
al permitir valorar la estructura y morfología general de los tejidos. La hematoxilina es 
un colorante catiónico o básico que tiñe estructuras ácidas como los núcleos celulares 
en tonos color azul o violeta. La eosina es un colorante aniónico que tiñe estructuras 
básicas como la matriz y el citoplasma celular de color rosa. Los portaobjetos con los 
cortes ya preparados (secciones de 4 µm de grosor), se introdujeron en hematoxilina de 
Harris (Merk, Alemania) durante 5 minutos y se hizo el viraje en agua hasta que el 
colorante se volvió azul o azulón, después se sumergieron en eosina cinco minutos. Se 
deshidrataron con varios pases en etanol de 96º y etanol absoluto y se aclararon en 
xilol. El montaje se realizó con el medio permanente DePex (SERVA, Alemania). 
 
2.2.2. Safranina O fast green 
La SO es un colorante catiónico que tiñe GAGs, por lo que indica la presencia de 
proteoglicanos. La muestra adquiere distintas tonalidades de color rojo, siendo la 
intensidad de la tinción proporcional al contenido en proteoglicanos. Los portaobjetos 
con los explantes fijados y secos se tiñeron con SO en etanol de 50º durante 30 minutos 
y se lavaron con un pase en agua destilada. Después se tiñeron con verde luz (verde 
luz, agua destilada, ácido acético glacial y agua acética) con cuatro pases. Se 
deshidrataron con etanol 100º, se aclararon en xilol y se montaron en DePex. 
 
2.2.3. Azul de Toluidina 
El AT es un colorante derivado del aminotoluol, homóloga de la anilina derivada del 
toluol. El azul de toluidina es un colorante que se puede comportar como colorante 
ortrocromático (tiñe de color azul) o metacromático (tiñe de color violeta - rojo) 
dependiendo del pH y de la naturaleza química de la sustancia teñida. En suspensión 
presenta un color azul y cuando se expone a estructuras ricas en enlaces amínicos, 
como los proteoglicanos, las moléculas de este compuesto toman un color violeta - rojo 
Material y métodos 
41 
(metacromasia). Los núcleos y los citoplasmas se ven en color azul (ortocromasia). Los 
explantes ya preparados en los portaobjetos se tiñeron con el colorante azul de toluidina 
al 0,2 % en tampón acetato (30 ml solución A (2,7 g de acetato de sodio en 100 ml de 
agua destilada) y 90 ml de solución B (1,1 ml de ácido acético 0,5 M en 100 ml de agua 
destilada)) a pH 4,2 durante 2 – 5 minutos, después las muestras se lavaron con el 
mismo tampón y se trataron con una solución acuosa al 4 % de molibdato de amonio 
(Panreac Química S.A., España) durante 10 minutos. Se aclararon con agua destilada, 
se deshidrataron y se montaron con DePex.  
 
2.2.4. Procesamiento de las muestras para su análisis mediante las 
técnicas de inmunohistoquímica e inmunofluorescencia 
Todas las inmunohistoquímicas (IHQs) se contratiñeron con hematoxilina de Gill y las 
inmunofluorescencias con 4´,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, Sigma, EEUU).  
Las diferentes técnicas histológicas se realizaron en: 
- Explantes de cartílago congelados en Tissue Teck O.C.T. Compound 
- Explantes de cartílago en bloques de parafina 
- Células fijadas in vivo (cámara de cultivo) 
Los explantes de cartílago articular congelados en Tissue Teck O.C.T. Compound 
fueron tallados en el criostato Leica CM150 (Leica Microsystems, Alemania) a -20 ºC 
con un grosor de 4 µm y se colocaron en portaobjetos (Thermo Scientific, EEUU), donde 
se fijaron por deshidratación celular en acetona a 4 ºC durante 10 minutos. Se secaron 
a temperatura ambiente. De este modo fueron procesadas las muestras de cartílago de 
donantes sanos, pacientes con OA y Sus scrofa. 
Los explantes de cartílago de ratones de la serie Cx43K258stop y Cx43cKO, embebidos 
en bloques de parafina se tallaron en el microtomo Leica RM2155 (Leica Microsystems, 
Alemania), con un grosor de 4 µm y se colocaron en los portaobjetos. Los cortes se 
secaron en una estufa a 37 ºC. Antes de realizar la técnica histológica los cortes se 
desparafinaron en una estufa a 60 – 65 ºC durante 10 minutos y se introdujeron en xilol 
(Panreac Química, España) durante 10 minutos, seguidamente en etanol de 100º y 96º 
durante cinco minutos en cada uno, terminando en agua destilada. 
Para la realización de técnicas inmunohistoquímicas in vivo, las células se cultivaron en 
cámaras de 8 pocillos (Figura 9), pudiendo utilizar un anticuerpo diferente en cada uno 
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de ellos. Las células se fijaron en formaldehído al 4 % (Panreac Química S.A., España) 
en PBS (del inglés Phosphate Buffered Saline (MP Biomedicals INC, Alemania) durante 
10 minutos a temperatura ambiente. Los restos de fijador se eliminaron con varios 
lavados de PBS. En caso necesario, las muestras pueden conservarse en PBS a 4 ºC 
durante una semana. Para la inmunofluorescencia la fijación se hizo con metanol frío  
(-20 ºC) durante 5 minutos a 4 ºC. Se hicieron tres lavados de 5 minutos con el tampón 
TBS* (Tris-HCl 25 mM pH 7,4, NaCl 150 mM, KCl 5 mM, CaCl2 0,7 mM, MgCl2 0,5 mM, 
Na2H2PO4 0,6 mM, ajustando el pH a 7,4). 
 
Figura 9. Cámaras de cultivo de 8 pocillos. A la izquierda se observa la cámara de cultivo y a 
la derecha la misma cámara desmontada después de realizar la técnica histológica. 
 
 
Todas las técnicas histológicas de microscopía óptica se visualizaron con el microscopio 
Olympus BX61 con la cámara digital DP71 (Olympus, Alemania). El ajuste y 
cuantificación de las imágenes se realizó con el programa AnalySISD V.5.0 (Olympus 
Boisystems, Alemania). En el caso de inmunofluorescencia, las muestras se 
visualizaron con los microscopios: (i) Leica TCS-Sp5 (AOBS) Laser scanning confocal 
(Leica Microsystems, Alemania) usando el objetivo 63X HCX PLAPO 1.4 N.A con aceite 
de inmersión y el programa LAS AF 2.6 (Leica Microsystems, Alemania) e Image J 1.47s 
(NIH), (ii) Nikon Eclispse Ti utilizando el programa NIS-Elements AR versión 3.0 (Nikon, 
Japón), (iii) Nikon Eclipse TE2000E // Nis-Elements F3.0 (Nikon, Japón) y (iv) AXIOCAM 
MRm ZEISS - HBO100 (Zeiss, Alemania) con el programa Axioplan 2 (Zeiis, Alemania). 
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2.2.5. Inmunohistoquímica 
Los explantes fijados y secos en los portaobjetos se lavaron con PBS con 0,1 % de 
Tween-20 a pH 7,6 (PBST) durante 10 minutos. Antes de la tinción se bloqueó la 
peroxidasa endógena con H2O2 y metanol Peroxidase Blocking Solution (Dako, 
Dinamarca) durante 10 minutos y se lavó con PBST. El anticuerpo primario se incubó 
durante 1 hora a temperatura ambiente, después para eliminar el anticuerpo no unido 
se lavó 3 veces durante 10 minutos con PBST. Como control de la técnica una de las 
muestras no fue incubada con el anticuerpo primario (Tabla 1). El anticuerpo secundario 
utilizado, el Polymered Envision plus policlonal kit Envision™ Detection Systems 
Peroxidase/DAB, Rabbit/Mouse (Labelled polymer-HPRT, Dako, Dinamarca) se incubó 
durante 1 hora. Después se lavó 3 veces con PBST durante 10 minutos. Para revelar la 
reacción de la peroxidasa se utilizó el cromóforo DAB (diaminobencidina), la solución 
con peróxido de hidrógeno y diaminobencidina a pH 7,5 en la proporción 1:50, se 
preparó antes de su utilización. Después de 2 – 5 minutos se dio por terminada la 
reacción observando las muestras al microscopio óptico (Leica DMLS (Leica, Alemania)) 
para determinar el momento de parar la reacción. El DAB se decantó y la muestra se 
lavó con agua destilada. Por último, los explantes fueron contrateñidos con hematoxilina 
de Gill III (Merk, Alemania). Las muestras se deshidrataron con una gradación creciente 
de alcoholes (70º, 96º, 100º), se aclararon en xilol y se montaron en DePex. En uno de 
los experimentos la contratinción se realizó con DAPI (Figura 23, Resultados) 
 
Proteína Dilución Anticuerpo  
Sox-9 1:100 Ratón anti-Sox-9, ab76997, Abcam, Reino Unido 
COL2A 1:200 Ratón anti-colágeno II, MAB1330, Millipore, Alemania 
Cx43 1:50 Ratón anti-conexina 43, 610062, BD Transduction Laboratories™, EEUU 
Cx45 1:1000 Ratón anti-conexina 45, MAB 3101, Millipore, Alemania 
PCNA  1:100 Ratón anti-PCNA, NA03, Calbiochem®, Alemania 
Cx46 1:100 Ratón anti-conexina 46, sc-365394, Santa Cruz Biotechnology ,EEUU 
Cx32 1:50 Ratón anti-conexina 32, ab66020, Abcam, Reino Unido 
c-Src 1:40 Ratón anti-c-src, sc-19, Santa Cruz Biotechnology, EEUU 
 
Tabla 2. Anticuerpos utilizados para la realización de las técnicas de IHQ. Se indica la 
dilución utilizada para cada caso, referencia y casa comercial.  
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2.2.6. Inmunofluorescencia 
Se realizó esta técnica con células in vivo para el estudio de la colocalización de la Cx43 
y HSP90β y Cx43 con vimentina. Después de la fijación en metanol, como se explicó 
anteriormente, las células se pretrataron con Tritón X-100 1 % (vol/vol) (Sigma, EEUU) 
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se lavó con TBS* tres veces 5 minutos y se 
bloqueó con TNB (Tris-HCl 0,1 M, NaCl 0,15 M y 0,5% solución de bloqueo262 
(Boehringer, Alemania) durante 30 minutos a 37 ºC y se incubó con el anticuerpo 
primario (Tabla 3) durante 30 minutos a 37 ºC en humedad. Se lavó con TBS* durante 
5 minutos 3 veces. Se incubó el segundo anticuerpo primario (Tabla 3) 30 minutos a 37 
ºC y se lavó, se incubó el segundo anticuerpo secundario 20 minutos a 37 ºC, se lavó y 
se tiñó con DAPI 1/1000 durante 2 minutos a temperatura ambiente. Se lavó 5 minutos 
con TBS* y se montó con glicergel (Dako, Dinamarca). Para la Cx43 se utilizó el 
anticuerpo secundario policlonal conejo anti-ratón inmunoglobulinas/FITC (F0313, Dako 
Cytomation, Dinamarca) en color verde y el policlonal cabra anti-ratón 
inmunoglobulinas/RPE (SC-3755, Santa Cruz Biotechnology, EEUU) como anticuerpo 
secundario para la vimentina y HSP90β en color rojo. Las incubaciones de los 
anticuerpos se realizaron en oscuridad. La inmunofluorescencia se observó con el 
microscopio confocal Leica TCS-Sp5 (AOBS) Laser scanning confocal (Leica 
Microsystems, Alemania) usando el objetivo 63X HCX PLAPO 1.4 N.A con aceite de 
inmersión y el programa LAS AF 2.6 (Leica Microsystems, Alemania). La intensidad se 
reguló con Image J 1.47s (NIH). Se almacenaron en oscuridad a 4 ºC para prolongar la 
fluorescencia. El análisis de estas muestras se realizó en colaboración con la Unidad de 
Microscopía Confocal del Centro Nacional de Investigaciones Oncológicas (CNIO, 
Madrid). 
Los condrocitos in vivo aislados de los ratones de la serie Cx43K258stop y Cx43cKO se 
cultivaron en cubreobjetos (Marienfeld, Alemania) tratados con polilisina (Sigma, 
EEUU). La polilisina es un polímero comúnmente utilizado para favorecer la adherencia 
de las células a la superficie de cultivo263. Las células sobre los cubreobjetos se trataron 
con una solución de bloqueo compuesta por albúmina sérica bovina al 2,5 % (ASB, 
Invitrogen, EEUU) con 3,67 % de Tritón X-100 al 10 % y PBS durante 10 minutos. El 
exceso se eliminó con lavados de PBS. El anticuerpo primario y secundario se diluyeron 
en la solución de bloqueo y se incubaron cada uno 1 hora a temperatura ambiente, el 
anticuerpo secundario (Tabla 3) en oscuridad. Después de cada incubación, las células 
se lavaron 4 veces durante 10 minutos con PBS en agitación. Para el montaje se empleó 
Prolong® Gold Antifade Reagent with DAPI (P36931, Life Technologies, EEUU), que 
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incluye DAPI. Los cubreobjetos se guardaron en oscuridad a 4 ºC. Las muestras fueron 
visualizadas en el microscopio AXIOCAM MRm ZEISS - HBO100 (Zeiss, Alemania). 
En las inmunofluorescencias realizadas con las líneas celulares T/C-28a2 y HCS-2/8 las 
células cultivadas en placas de 12 pocillos sobre cubreobjetos circulares no tratados, se 
incubaron 15 minutos a temperatura ambiente con glicina (Sigma, EEUU) (0,19 g en 50 
ml de PBS) para apantallar la autofluorescencia de la fijación con para-formaldehído al 
2 % y se lavó 3 veces con PBS. Se incubaron con Tritón X-100 0,2 % en PBS durante 
15 minutos a temperatura ambiente para permeabilizar las membranas celulares. Se 
lavó 3 veces con PBS y se bloqueó con la solución de bloqueo (1 % de ASB (Sigma, 
EEUU), 1/10 de suero de cabra (Dako, Alemania) en PBS durante 1 hora. Se lavó 3 
veces con PBS y se incubó el anticuerpo primario a la dilución indicada en la solución 
de bloqueo (Tabla 3) durante 1 hora. Se lavó 3 veces e incubó con el anticuerpo 
secundario diluído también en solución de bloqueo (Tabla 3) pero en oscuridad, se lavó 
3 veces con PBS y montó con el medio de montaje VECTASHIELD® Mounting Medium 
with DAPI (1,5 µg/ml) (Vector Laboratories, EEUU). Las preparaciones fueron 
observadas con el microscopio Nikon Eclipse TE2000E // Nis-Elements F3.0. 
 
Proteína Dilució
n 
Anticuerpo 
Cx43 1:1000 Ratón anti-conexina 43, 610062, BD Transduction Laboratories™, EEUU 
Cx43 (ratones 
knockout) 
1:25 Conejo anti-conexina 43, A6219, Sigma-Aldrich, EEUU 
Panx1 1:500 Conejo anti-conexina-43; 488100, Invitrogen, EEUU 
Vimentina 1:500 Ratón anti-vimentina, ab8069, Abcam, Reino Unido 
HSP90β 1:10 Cabra anti- HSP90β , sc-1057, Santa Cruz Biotechnology, EEUU 
COL2A 1:10 Cabra anti-colágeno II, sc-7764, Santa Cruz Biotechnology, EEUU 
Osteopontina 1:100 Cabra anti-osteopontina, PA1-25152, Thermo Scienctific, EEUU 
Fibronectina 1:400 Ratón anti-fibronectina, F6140, Sigma-Aldrich, EEUU 
Ki67 1:400 Conejo anti-Ki67, 556003, BD Biosciences, EEUU 
Cabra anti-conejo Alexa Fluor 488, 1:500; Invitrogen, EEUU 
Cabra anti-ratón IgM Alexa Flour 488, Invitrogen, EEUU 
Mono anti-cabra Alexa 568; 1:500; Invitrogen, EEUU 
 
Tabla 3. Anticuerpos utilizados para la realización de las inmunofluorescencias. Se indica 
la dilución utilizada para cada caso, referencia y casa comercial. 
 
Material y métodos 
46 
3. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN GÉNICA 
 
3.1. Extracción de ARN 
Se hizo una extracción de ARN de condrocitos cultivados en placas de 6 pocillos 
(superficie de cultivo: 9,5 cm2/pocillo) que tenían una confluencia del 80 % 
aproximadamente. La extracción se realizó con TRIzol® Reagent (Invitrogen, EEUU) 
siguiendo las indicaciones del fabricante. La adición de cloroformo (Sigma, EEUU) 
seguida de una centrifugación (12.000 rpm, 15 minutos, 4 ºC) separa la muestra en dos 
fases, una fase acuosa y otra orgánica. El ARN permanece en la fase acuosa y puede 
ser recuperado por precipitación con alcohol isopropílico (Sigma, EEUU) y 
centrifugación (12.000 rpm, 15 minutos, 4 ºC). Todo el protocolo debe realizarse a 4 ºC 
para evitar la posible degradación del ARN. Los explantes de cartílago articular (30 – 40 
mg) se trocearon con un bisturí en una placa petri sobre nieve carbónica para 
mantenerlos en frio. Previamente al protocolo de TRIZOL® Reagent, las muestras se 
incubaron con un tampón de digestión (Tris-HCl 200 mM, NaCl 200 mM, 5% de SDS y 
citrato sódico 100 mM) que contenía proteínasa K (Quiagen®, Alemania), durante 16 – 
18 horas a 52 ºC en agitación. Después del protocolo de extracción el ARN fue tratado 
con 1 U/µL de desoxirribonucleasa I (ADNsa I) (RNase-free DNase, Invitrogen, EEUU) 
según las indicaciones del fabricante, este tratamiento elimina posibles restos de ADN. 
Para estimar la pureza de la extracción se utilizó el espectrofotómetro conocido como 
Nanodrop ND-1000 (Nanodrop, EEUU), con el cual también se determinó la 
concentración de ARN en cada muestra. La calidad de la muestra se determinó 
calculando la proporción (ratio) entre la absorbancia a 260 nm y a 280 nm y entre 260 
nm y 230 nm. 
 
3.2. Retrotranscripción de ARN 
Para la retrotranscripción de ARN (RT-PCR, del inglés Reverse Tanscription-
Polymerase Chain Reaction), se utilizó Superscript®Vilo cDNA Synthesis Kit (Invitrogen, 
EEUU), el temociclador AB Sciences (Applied Biosystems, EEUU) y 1,5 µg de ARN por 
muestra. Antes de añadir el reactivo el ARN se desnaturalizó a 65 ºC durante 10 
minutos, para eliminar posibles estructuras secundarias. El programa empleado en la 
retrotranscripción fue: 25 ºC – 10 minutos, 42 ºC – 90 minutos, 85 ºC – 5 minutos y 4 ºC. 
El ADNc se diluyó 100 veces en agua MilliQ (Millipore, Alemania). 
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3.3. Reacción en cadena de la polimerasa a tiempo real 
La qPCR (del inglés, quantitative Polimersase Chain Reaction) es una variante de la 
PCR convencional utilizada para amplificar y simultáneamente cuantificar de forma 
absoluta el producto amplificado. La qPCR a tiempo real incluye en la reacción una 
molécula fluorófora (en este caso SYBRGreen) y se realiza en termocicladores que 
contienen sensores que miden la fluorescencia. El fluoróforo se intercala entre los ácidos 
nucleicos en cada ronda de replicación de la doble hebra. Los sensores registran la 
fluorescencia emitida por el fluoróforo, previamente excitado a una longitud de onda (ʎ) 
adecuada, lo que permite medir la tasa de generación del producto264.  
Se utilizó el temociclador LightCycler 480 (Roche, Suiza) con LightCycler 480 SBRGreen 
I Master kit Real Time (Roche, Suiza). En las placas de 96 pocillos (Costar Corning 
Incorporated, EEUU) se añadieron 5 µl de la dilución de ADNc de cada muestra, siempre 
por duplicado. Los cebadores se utilizaron a una concentración 10 µM (Tabla 5) . Los 
cebadores se diseñaron en el programa Primer3: WWW primer tool 
(http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3). El programa de amplificación utilizado 
en el termociclador fue: 95 ºC – 10 minutos; 50 ciclos de 95 ºC – 10 segundos, 60 ºC – 
10 segundos, 72 ºC – 12 segundos; ciclo de desnaturalización de 95 ºC a 65 ºC y un 
ciclo de enfriamiento a 4 ºC. Los productos amplificados fueron de aproximadamente 
200 pb. El nivel de expresión del gen a estudiar se analizó utilizando como gen control 
o de referencia (en inglés housekeeping gene), la hipoxantina fosforribosiltransferasa 1 
(HPRT1). 
 
 
4. EXTRACCIÓN DE ADN Y REACCIÓN EN CADENA DE LA 
POLIMERASA 
 
Para la extracción de ADN de tejido de oreja de los ratones de la serie Cx43K258stop y 
Cx43cKO, el tejido se digirió con proteínasa K (Proteinase K Solution RNA Grade 
Ambion, Life Technologies, EEUU) a 50 ºC durante 16 – 18 horas. Después se precipitó 
con etanol al 70 % y se dejó secar a 37 ºC. El ADN se resuspendió en agua MilliQ. La 
PCR se realizó en el termociclador 1720 Thermal Cycles (Applied Byosistems, EEUU) 
con el programa: 94 ºC – 5 minutos; 36 ciclos de 94 ºC – 1 minuto, 55 ºC – 1 minuto y 
72 ºC – 1 minuto; 72 ºC – 10 minutos y 4 ºC para enfriar la reacción. La reacción 
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contenía: 2,5 µl tampón de PCR 10X, 1 µl MgCl2 50 mM, 0,5 µL dNTPs 10 mM, 0,5 µl 
de cebadores antisentido y sentido (Tabla 4), 0,25 µl de polimerasa Platinium Taq y 2 µl 
de la dilución de ADN y agua MilliQ hasta un volumen final de 50 µl. De cada producto 
de amplificación se cargaron 25 µl en un gel de agarosa (Sigma, EEUU) al 0,8 % teñido 
con SYBRSafe (Life Technologies, EEUU). El gel se reveló en la cámara AlphaImager 
TM 4300 (Alpha Innotech, EEUU). 
 
Cebador Cadena sentido (5' - 3') Cadena antisentido (5' - 3') 
Cx26m CTTCCTCCCGACGCAGAG GCTCATCTCCCCACACCTC 
Cx32m TGAGACCATAGGGGACCTGT TCATCACCCCACACACTCTC 
Cx40m AAGTCCAGGGAGGAGGAAAA TCGTATCACACCGGAAATCA 
Cx43-ratones 
Knockout 
GCATCCTCTTCAAGTCTGTCTTCG CAAAACACCCCCCAAGGAACCTAG 
Cx43m CAATCACTTGGCGTGACTTC AACGAAAGGCAGACTGCTCA 
Cx43p TTGCAATCTGTGATCCTTGAA AACGAAAGGCAGACTGCTCA 
Cx43-2 ACATGGGTGACTGGAGCGCC ATGATCTGCAGGACCCAGAA 
Cx45m ATCTGGAAAAATTGCAATCAAAA CTGTAAGGACGATCCGGAAG 
Cx45p TGGGTAACCGAAGTTCTGGA TCCAGGATCCAGGTAAAAACC 
Cx46m ACCGCACGTGTGAAAGGAAT GAAGATGAACAGCACGGTCA 
Cx46p ATGCCTGTCCTGTGGAGAAG GAAGATGAACAGCACGGTCA 
Β-Gal  GGCATACAGACCCTTGGACTCC TGCGGGCCTCTTCGCTATTACG 
HPRT-1 TTGAGTTTGGAAACATCTGGAG GCCCAAAGGGAACTGATAGTC 
Panx1 CAGAGCGAGTCTGGAAACCT GCAGGCTCCATCTCTCATGT 
Panx2 TGCTGGTCACCCTGGTCT GCGTAGGGCAGGAACTTGT 
 
Tabla 4. Secuencia de los cebadores utilizados. En esta tabla se muestran la secuencia de 
todos los cebadores empleados en este trabajo de tesis para la realización de qPCR, PCR 
convencionales y secuenciación. p indica transcripto primario, m indica ARNm. 
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5. WESTERN BLOT 
 
Para determinar y cuantificar la presencia de diferentes proteínas en los condrocitos en 
cultivo se realizó la técnica de western blot. Los condrocitos en cultivo fueron 
tripsinizados y el pellet obtenido se lavó con PBS y se le añadió un tampón de lisis que 
contenía: NaCl 150 mM, Tris – HCl 50 mM pH 7,5, EDTA 5 mM, NP-40 0,5 % vol/vol y 
Triton X-100 1% vol/vol. Los lisados se almacenaron a -80 ºC. 
Primero se realizó una electroforesis en condiciones desnaturalizantes SDS – PAGE 
(del inglés Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis). Los geles se 
hicieron en cristales de 1 mm de grosor con un porcentaje de acrilamida/bisacrilamida 
del 10 %. El gel se divide en dos partes: gel concentrador y gel separador según se 
indica en la Tabla 5. Se cargó un volumen de 5 µl de cada lisado en tampón de carga 
1X (10 % SDS, Tris-HCl 200 mM pH 6,8, 50 % glicerol, 0.1 % azul de bromofenol, 10 % 
β- mercaptoetanol) hirviéndolos previamente a 100 ºC durante 10 minutos, se 
mantuvieron a 4 ºC hasta su carga en el gel. 
 
Reactivo Gel Separador Gel Concentrador 
Acrilamida/Bisacrilamida 30% 3,33 ml 400 µl 
Agua Destilada 4,64 ml 2,2 ml 
Tris 2M pH 8,8 1,88 ml - 
Tris 1M pH 6,8 - 375 µl 
10% de SDS 100 µl 30 µl 
20% de PSA 25 µl 12 µl 
TEMED 12 µl 3 µl 
 
Tabla 5. Concentraciones de los reactivos para elaborar un gel de electroforesis SDS-
PAGE. Volúmenes empleadas de cada reactivo para obtener un gel de acrilamida/bisacrilamida 
al 10 %.  
 
 
La electroforesis se realizó con el sistema MiniProtean III Cell (Bio-Rad, EEUU) en el 
tampón de electroforesis 1X (Tris-Base 2,5 mM, glicina 19,2 mM, 0,01 % SDS) a 60 V 
en el gel concentrador y a 90 V una vez las muestras alcanzaron la fase separadora. 
Material y métodos 
50 
Como marcador de pesos moleculares se utilizó PageRuler™Prestained Protein Ladder, 
(Fermentas, EEUU). 
Las proteínas fueron transferidas desde el gel a una membrana de polifluororo de 
vinilideno, PVDF (Millipore, EEUU), previamente activada mediante su inmersión en 
metanol (VWR Prolabo BDH, EEUU) 5 minutos seguido de 5 minutos en agua destilada, 
el proceso se repitió dos veces, se realizó con agitación y posteriormente se dejó La 
membrana en tampón de equilibrado (20 % metanol, 1X de tampón de transferencia (de 
58 g Trizma, 29 g de glicina y 3,7 g de SDS (10X) en agitación hasta el momento de su 
uso. Antes de la transferencia en el Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad, 
EEUU), las esponjas, el gel y la membrana fueron equilibrados con el tampón de 
equilibrado 15 minutos a 4 ºC. La transferencia semiseca se hizo a 20 V durante una 
hora. Después de la transferencia la membrana se bloqueó con una solución de bloqueo 
compuesta por un 5 % de leche (Sigma, EEUU) en tampón de lavado 1X (TTBS) 
preparado a partir de TBS 10X (Tris-Base 2 mM, NaCl 150 mM pH 7,5) al que se le 
añadió un 0,05 % de Tween-20 (Sigma, EEUU). El bloqueo se realizó durante una hora 
a temperatura ambiente en agitación. 
El anticuerpo primario (Tabla 6) se incubó durante 16 – 18 horas en rotación a 4 ºC, 
después se hicieron 5 lavados de 8 minutos para eliminar su exceso sobre la membrana. 
El anticuerpo secundario (Tabla 6) se incubó una hora a temperatura ambiente en 
rotación. Para el revelado se utilizó ECL Western Blotting Detection Reagent 
(GeHealthcare, Reino Unido) según indica el fabricante, y se visualizó en la cámara de 
revelado Las3000. En todos los western blot se realizó otro paralelamente para la α-
tubulina que se utilizó como control de carga, ya que es una proteína de citoesqueleto 
expresada de forma constitutiva en las células de mamíferos. 
En el caso de los western blots realizados con las líneas celulares T/C-28a2 y HCS-2/8 
en el laboratorio liderado por el Dr. Luc Leybaert, las células se cultivaron en frascos de 
75 cm2 hasta su total confluencia, momento en el que fueron lisados con el tampón 
Rippa (Tris pH 8,2 25 mM, NaCl 50 mM, NP-40 0,5 %, deoxichocolate 0,5 % y SDS 0,1 
%), a 1 ml de tampón se le añadieron 20 µl de mini-EDTA (Life Technology, EEUU), 1 
µl de DTT (Sigma, EEUU), 10 µl de inhibidores de proteasas II (Invitrogen, EEUU), 10 
µl de inhibidores de proteasas III (Invitrogen, EEUU) y 0,055 g de glicerol fosfato (Sigma, 
EEUU) mediante el raspado del cultivo con scalpes, previamente se realizaron tres 
lavados con PBS frío. Las muestras se guardaron a -20 ºC.  
Las muestras se cuantificaron con el kit colorimétrico Bio-Rad DC™ Protein Assay (Bio-
Rad, EEUU) como indica el fabricante y la reacción colorimétrica fue media en el 
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espectrofotómetro Perkinelmer™ Precisely Wallac Victor3™ 1420 Multilabel Counter. 
De cada muestra se cargaron 50 mg con 2 µl de agente reductor NuPage Novex (Life 
Technologies, EEUU) y 4µ de LDS NuPage Novex (Life Technologies, EEUU) en geles 
prefabricados con un gradiente de 4 a 12 % de acrilamida / bisacrilamida (Life 
Technologies, EEUU) previamente hervidas durante 10 minutos a 100 ºC. Para la 
electroforesis se utilizó el tampón NuPage Novex (Life Technologies, EEUU) a una 
dilución 1/50.  
La transferencia fue húmeda en el cassette Cxell SureLock™ (Invitrogen, EEUU) con un 
tampón compuesto por 3,03 g de Tris, 14,4 g de glicina, 20 % de SDS, 200 ml de metanol 
que se llevó hasta un volumen de 1 l con agua. Las membranas utilizadas fueron de 
nitrocelulosa (ThermoFisher, EEUU). Tras la transferencia la membrana fue tratada con 
SYPRO™ Ruby Protein Blot Stain (Life Technology, EEUU) como indica el fabricante, 
para comprobar la eficiencia de la transferencia.  
La membrana fue bloqueada durante 1 hora con la solución de bloqueo (5 % de leche 
en tampón 1X TTBS) a temperatura ambiente en agitación. Se incubó con el anticuerpo 
primario en solución de bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente (Tabla 6). Se 
lavó tres veces con la solución de bloqueo, lavados de 5 minutos cada uno y se incubó 
con el anticuerpo secundario (Tabla 6) una hora a temperatura ambiente en agitación. 
Se lavó tres veces, 5 minutos cada lavado, en agitación con tampón TTBS 1X y se reveló 
con el kit BCIP/NBT (Invitrogen, EEUU) como indica el fabricante. 
Para el estudio de la expresión de Cx43 bajo el efecto de la IL-1β y TNFα (Invitrogen, 
EEUU) las células se cultivaron en frascos de 25 cm2. La concentración utilizada fue de 
10 µg/ml para cada caso. Los tratamientos se realizaron durante 24 horas. 
  
Material y métodos 
52 
Anticuerpo Primario Dilución Anticuerpo Secundario Dilución 
    
Ratón anti-α –tubulina (T9026, 
Sigma, EEUU) 
1:1000 
Cabra anti-ratón IgG (P0449, 
DakoCytomation, Dinamarca)  
1:1000 
Conejo anti-NTD-conexina 43 
(AP1541b, Abgent, EEUU) 
1:500 
Cabra anti-conejo (32260, Invitrogen, 
EEUU) 
1:5000 
Conejo anti-conexina 43 (A6219, 
Sigma, EEUU) 
1:500 
1:5000 
Peroxidasa de cabra anti-conejo (A6154, 
Sigma, EEUU) 
1:1000 
Ratón anti–vimentina (ab8069, 
Abcam, Reino Unido) 
1:1000 
Cabra anti-ratón IgG (P0449, 
DakoCytomation, Dinamarca) 
1:1000 
Cabra anti–HSP90β (sc-1057, 
Santa Cruz Biotechnology, 
EEUU) 
1:500 
Policlonal conejo anti-cabra (P0449, 
DakoCytomation, Dinamarca) 
1:2000 
Cabra anti–RAN–GTP (sc-1156, 
Santa Cruz Biotechnology, 
EEUU) 
1:500 
Policlonal conejo anti-cabra (P0449, 
DakoCytomation, Dinamarca) 
1:2000 
Conejo anti–nucleolina 
(PAB12541, Abnova, Taiwan) 
1:1000 
ECL Mono anti-conejo IgG (NA934, GE 
Healthcare, Reino Unido) 
1:1000 
Ratón anti–α–cristalina 
(ab13496, Abcam, Reino Unido) 
1:500 
Cabra anti-ratón IgG (NA931, GE 
Healthcare, Reino Unido) 
1:1000 
Ratón anti–calciclina (S100A6) 
(sc-271396, Santa Cruz 
Biotechnolog, EEUU y) 
1:500 
Cabra anti-ratón IgG (P0449, 
DakoCytomation, Dinamarca) 
1:1000 
Ratón anti–Integrina α–V (sc-
376156, Santa Cruz 
Biotechnology, EEUU) 
1:500 
Cabra anti-ratón IgG (P0449, 
DakoCytomation, Dinamarca) 
1:1000 
Conejo anti-c–src (sc-19, Santa 
Cruz Biotechnology, EEUU) 
1:100 
ECL Mono anti-conejo IgG (NA934, GE 
Healthcare, Reino Unido) 
1:1000 
Conejo anti–p–src (Try416) 
(2101, Cell Signalling 
Technology, EEUU) 
1:300 
ECL Mono anti-conejo IgG (NA934, GE 
Healthcare, Reino Unido) 
1:1000 
Anti-GAPDH (5G4Mab6c5, 
Hystest Ltd, Finlandia) 
1:5000 
Cabra anti-ratón (32230, Invitrogen, 
EEUU) 
1:10000 
Conejo anti-conexina-43 
(488100, Invitrogen, EEUU) 
1:2000 
α-conejo IgG alcalina fosfatasa producida 
en cabra (A8025-1ML, Sigma, EEUU) 
1:2000 
 
Tabla 6. Anticuerpos utilizados para la realización de western blot. 
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6. TÉCNICAS PARA EL ESTUDIO DE LA FUNCIONALIDAD DE LOS 
CANALES 
 
A continuación se explican las diferentes técnicas que se utilizaron para el estudio de la 
funcionalidad de los canales y hemicanales.  
 
6.1. Dual voltaje clamp e inyección de una molécula fluorescente 
Las técnicas de dual voltaje clamp e inyección de una molécula fluorescente 265 266 
fueron realizadas en el laboratorio de los doctores Peter Brink y Virgin Valiunas de la 
Universidad Stony Brook de Nueva York. Las condrocitos primarios, se enviaron desde 
el INIBIC en DMEM suplementado con 15% de SEB y 100 µg/ml de primocin. En el caso 
de la técnica dual voltaje clamp las células adheridas al cubreobjetos se transfirieron a 
cámaras experimentales montadas en un microscopio invertido Olympus IMT2 
(Olympus, Alemania) con sistema de fluorescencia. Para más detalles de la técnica ver 
las siguientes referencias117, 267. Para el estudio de la trasferencia de moléculas entre 
células en contacto se utilizó la inyección de la molécula fluorescente Lucifer Yellow (LY, 
Molecular Probes, EEUU). El LY no es capaz de atravesar la membrana de las células 
excepto a través delos hemicanales funcionales o UC dado sus propiedades físico-
químicas y peso molecular (547 Da). Se preparó una solución con 2 mM/l de LY, se 
cargó en una micropipeta y se inyectó en una de las células. Para monitorizar la 
transferencia de LY se tomaron fotografías con una CCD-cámara digital con 16-bit 
64000 pixel en escala de grises (LYNXX2000T, Spectra Source Instruments, Canadá). 
Para el estudio de la transferencia de glucosa y de oligonucleótidos sintéticos se 
utilizaron moléculas fluorescentes cuyo protocolo tiene la misma base que el protocolo 
de transferencia de LY265, 266, 268. Los datos se analizaron según han descrito Kanaporis 
et al.269 y Valiunas et al.265. Para más detalles de la técnica ver las referencias267, 117. 
 
6.2. Electroporación in situ 
Está técnica se realizó utilizando el Insitu Porator (Cell Projects Ltd, Reino Unido), el 
cual se muestra en la Figura 10 junto con la cámara de cultivo de ocho pocillos 
necesaria para su uso. Cada pocillo tiene la mitad de su superficie cubierta por indio–
óxido de estaño; uno de los óxidos conductores transparentes más ampliamente 
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utilizados debido a sus propiedades de conductividad eléctrica y transparencia óptica, 
así como la facilidad con la que se puede depositar en forma de capa fina. 
 
 
Figura 10. Insitu Porator. En la imagen se muestra el Insitu Porator con una cámara de 8 pocillos 
lista para electroporar (flecha roja). 
 
 
Se aplica un pulso eléctrico suave que origina poros transitorios en las membranas 
celulares que en presencia de LY o la molécula fluorescente que se pretenda estudiar 
logra entrar en las células de la mitad del pocillo, situadas sobre la superficie de indio–
óxido de estaño (zona electroporada). Desde las células electroporadas se transfiere a 
las células en contacto que se encuentran en la mitad no recubierta por indio-óxido de 
estaño (zona no electroporada) mediante las UCs. La transferencia del fluoróforo se 
observó en un microscopio invertido con sistema de fluorescencia, Nikon Eclispse Ti 
(Nikon, Japón) y ocurre de forma muy rápida en los primeros minutos de contacto La 
electroporación in situ es un proceso no traumático para las células y una gran variedad 
de moléculas, como péptidos, oligonucleótidos o drogas pueden introducirse 
instantáneamente en las células electroporadas270. 
Las células se cultivaron en las cámaras de cultivo hasta una confluencia del 70  - 80 % 
en DMEM suplementado con 15 % de SEB y 100 µg/ml de primocin. Se retiró el medio 
de cultivo y las células fueron lavadas dos veces con HBSS (Hanks´Balanced Salt 
Solution 1X sin CaCl2 ni MgCl2, Gibco Invitrogen, EEUU) sin Mg2+ ni Ca2+, para no 
interferir en la apertura y cierre de las UCs. Se añadió el LY (400 µl de un stock a 1 
mg/ml (Cell Projects Ltd, Reino Unido). Se utilizó el programa mild a 20 V para la 
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electroporación. Posteriormente se retiró la solución con LY y las células se incubaron 
con HBSS suplementado con 10 % de SFB dializado (Silantes, Alemania) a 37 ºC 
durante 4 minutos. Este tiempo es suficiente para que las células electroporadas se 
recuperen y que el LY se transfiera a través de las UCs. Las células se fijaron con 
formaldehído al 4 % en PBS durante dos minutos a temperatura ambiente. Se lavaron 
con PBS dos veces para eliminar los restos del fijador, la cámara se cubrió totalmente 
con PBS y los pocillos se taparon con un portaobjetos para poder visualizarlos al 
microscopio de fluorescencia invertido Nikon Eclispse Ti (Nikon, Japón) utilizando el 
programa NIS-Elements AR V3.0 (Nikon, Japón). 
La cuantificación se realizó contando las células fluorescentes presentes en la zona no 
electroporada. Este valor se normalizó frente al número de células electroporadas 
localizadas en el borde de electroporación. Paralelamente se realizó como control la 
electroporación in situ de las células en presencia de GAP27 (Sigma, EEUU), un péptido 
mimético de la Cx43 que bloquea parcialmente las UCs constituidas por Cx43. Las 
células fueron incubadas durante una hora a 37 ºC con una concentración de 250 µg/ml 
de GAP27. Después de esta incubación se realizó el experimento como se ha descrito 
anteriormente. 
 
6.3. Ensayo de hemicanales 
Para estudiar la funcionalidad de los hemicanales se evaluó la capacidad de captación 
de LY por parte de las células en cultivo en monocapa. Para ello, las células se cultivaron 
en placas P60 (28 cm2 de superficie de cultivo, NUNC™, VWR International, EEUU) en 
DMEM suplementado con 15 % de SEF y 100 µg/ml de primocin hasta una confluencia 
del 40 - 50 %. Durante este ensayo se trató de trabajar con una confluencia entre el 50 
- 60 % para evitar que las células estableciesen contactos físicos y evitar que el LY se 
transfiera a través de las UCs provocando falsos positivos. 
Las células se lavaron con PBS - EGTA 2 mM dos veces para eliminar completamente 
restos del medio de cultivo. Posteriormente fueron incubadas con LY 0,4 % en PBS 
durante 30 minutos a 37 ºC, tiempo en el que el LY del medio entra en las células por 
los hemicanales. Después de la incubación se lavó con PBS suplementado con 10 % 
de SBF dializado y 3,2 mM de CaCl2, para favorecer el cierre de los hemicanales. El 
análisis y toma de imágenes se realizó utilizando el microscopio de fluorescencia 
invertido Nikon Eclispse Ti y el programa NIS-Elements AR versión 3.0. La cuantificación 
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se llevó a cabo contando el número de células fluorescentes presentes en la placa, 
normalizando dicho valor frente al número total de células. 
La viabilidad de las células se determinó utilizando azul de tripano (Sigma, EEUU). Las 
células se visualizaron en el microscopio óptico y se contaron utilizando una cámara de 
Neubauer, obteniendo un porcentaje de viabilidad según el número de células vivas y 
muertas (de color azul). 
En los ensayos realizados en el laboratorio del Dr. Luc Leybaert los condrocitos T/C-
28a2 y HCS-2/8 fueron cultivados en placas de 4 pocillos hasta alcanzar una confluencia 
menor del 50 %. Las células se lavaron 2 veces con HBSS - HEPES (CaCl2 1,26 mM, 
MgCl2-H2O 0,5 mM, MgSO4-7H2O 0,5 mM, KCl 5,3 mM, KH2PO4 0,44 mM, NaCl 137,6 
mM, Na2HPO4-7H2O 0,34 mM, D-glucosa (dextrosa) 5,5 mM y 25 ml de HEPES con 1,4 
mM de Ca2+ (Sigma, EEUU)), 2 de los pocillos se volvieron a lavar con este tampón 
mientras que los otros 2 se lavaron con HBSS - HEPES con menor concentración de 
Ca2+ (CaCl2 1,26 mM, MgCl2-H2O 0,5 mM, MgSO4-7H2O 0,5 mM, KCl 5,3 mM, KH2PO4 
0,44 mM, KCl 137,6 mM, Na2HPO4-7H2O 0,34 mM, D-glucosa (dextrosa) 5,5 mM y 25 
ml de HEPES con 1,4 mM de Ca2+ (Sigma, EEUU)). Las células fueron incubadas 
durante 10 minutos a temperatura ambiente con ioduro de propidio (Life Technologies, 
EEUU) 10 mM, todos los pocillos se lavaron 2 veces con HBSS - HEPES y se incubaron 
con Hoeschst (ThermoFisher, EEUU) 1 µg/ml durante 10 minutos para la tinción de 
núcleos. La absorción del ioduro de propidio fue observada en el microscopio Nikon 
Eclipse TE2000E con el programa Nis-Elements F3.0. La positividad del ioduro de 
propidio fue cuantificada con el programa ImageJ, en el cual se contaron las células 
totales gracias a la tinción de los núcleos y las células que habían absorbido ioduro de 
propidio, está relación se expresó como porcentaje. 
El ensayo de hemicanales fue realizado con bloqueantes de hemicanales inespecíficos 
como el carbonoxolone (Cbx) y específicos como el GAP19 (100 µM disuelto en agua 
destilada (Tocris, Reino Unido)). Las células fueron incubadas con cada uno de ellos 
durante 30 minutos a 37 ºC. Después de este tiempo se realizó el contaje de células 
fluorescentes. En otros ensayos las células fueron estimulas con IL-1β (Invitrogen, 
EEUU) o TNFα (Invitrogen, EEUU) a una concentración de 10 ng/ml durante las 24 horas 
previas a la realización de la técnica. 
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6.4. Scrape loading 
La técnica de scrape loading es una técnica que permite introducir en células adherentes 
en cultivo en monocapa marcadores que no pueden atravesar la membrana. Para ello, 
se raspa la superficie de la placa de cultivo con un utensilio punzante que daña las 
células permitiendo que el marcador entre en ellas. Las células que se recuperan del 
daño y que han incorporado el marcador, lo transfieren a las células en contacto a través 
de las UCs. En este experimento se mide la distancia de la difusión del marcador y el 
número de células fluorescentes (células receptoras) que no estaban en contacto con el 
surco creado. Como control se puede utilizar marcadores que no pueden a travesar las 
UCs, por lo que solo van a teñir las células dañadas, permitiendo diferenciar las células 
dañadas viables en el borde del surco del resto271. En este trabajo se usó como 
marcador control Alexa Dextrano 568 (Invitrogen, EEUU) (AD) de color rojo. 
Los condrocitos primarios y condrocitos T/C-28a2 se cultivaron en placas P60 en DMEM 
suplementado con 15 % de SEF y 100 µg/ml de primocin hasta una confluencia del 70 
- 80 %. Se eliminó el medio de cultivo y se lavó con PBS dos veces. Se añadió el LY 0,4 
% en PBS y con una punta de pipeta, una cuchilla o un bisturí se realizaron tres raspados 
en la superficie de la placa, dibujando líneas rectas. Se dejó incubar a 37 ºC durante 3 
minutos. Después se lavó con PBS suplementado con 10 % de SFB dializado y la placa 
se observó al microscopio de fluorescencia invertido Nikon Eclispse Ti utilizando el 
programa NIS-Elements AR V.3.0.. Como control se realizó el mismo experimento pero 
incubando las células previamente con GAP27 (250 µg/ml) durante una hora. En 
algunos casos las células fueron previamente fijadas con formaldehido antes de su 
análisis.  
Para los condrocitos aislados de cartílago articular de los ratones de la serie 
Cx43K258stop y Cx43cKO se utilizó AD como control, color rojo y carbofluoresceína 
(CB) cuyo peso molecular es 473,39 Da, y que al igual que el LY se visualiza en color 
verde y atraviese las UCs (Sigma, EEUU). Los condrocitos se sembraron en placas de 
28 cm2 hasta alcanzar el 100 % de su confluencia. Las células fueron lavadas con PBS, 
se realizaron dos raspados con un bisturí en presencia de 0,5 % (peso/vol) de AD y 0,5 
% (peso/vol) de CB, a temperatura ambiente y se incubó 2 minutos. Se lavó con DMEM 
y la transferencia de CB se visualizó con el microscopio AXIOCAM MRm ZEISS - 
HBO100 (Zeiss, Alemania) con el programa Axioplan 2 (Zeiis, Alemania). 
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7. IDENTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS MEDIANTE ESPECTROMETRÍA 
DE MASAS 
 
Para el estudio de proteínas que interaccionan con el CTD de la Cx43 se han realizado 
diferentes técnicas secuencialmente; comenzando por el lisado de condrocitos primarios 
aislados de cartílago articular sano y de pacientes con OA con diferentes grados de la 
enfermedad, cuyos cultivos primarios se sometieron a una inmunoprecipitación (IP) 
utilizando un anticuerpo específico que reconoce el CTD de la Cx43. La especificidad y 
eficacia de la IP fue comprobada con geles SDS-PAGE teñidos con plata y western blot. 
En otro gel SDS - PAGE teñido con Coomassie Brilliant Blue (Sigma, EEUU), se cortaron 
las bandas utilizadas para la digestión de las proteínas, de las que posteriormente se 
extrajeron sus péptidos. Los péptidos fueron purificados con stages tips y separados por 
cromatografía líquida de alta presión (HPLC, del inglés High Pressure Liquid 
Chromatography) acoplada a espectrometría de masas. Este flujo de trabajo se resume 
a continuación (Figura 11): 
 
 
Figura 11. Esquema de las diferentes técnicas realizadas para la identificación de las 
proteínas que interaccionan con el CTD-Cx43. 
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7.1. Inmunoprecipitación 
La IP es una técnica especialmente indicada para el estudio de interacciones entre 
proteínas endógenas, aunque presenta ciertas limitaciones: (i) concentración 
insuficiente de la proteína en el lisado celular, (ii) interacción transitoria entre proteínas, 
(iii) localización de la proteína en la célula y (iv) unión inespecífica de proteínas al 
soporte sólido de la IP. El protocolo seguido en esta IP se basa en el protocolo publicado 
por Nelson et al. en 2006272 para la realización de ChIP (Chromatin Inmunoprecipitation) 
y ajustado al estudio de interacciones de proteínas (Co-IP).  
Los condrocitos se cultivaron en frascos de 162 cm2 hasta una confluencia del 80 – 90 
%, posteriormente se retiró el medio y se lavaron 2 veces con HBSS sin Ca2+ ni Mg2+, 
se tripsinizaron y recogieron con DMEM suplementado con 15% de SEF con 100 µg/ml 
de primocin hasta un volumen de 10 ml que se incubó con 400 µl de formaldehído 37 % 
(peso/vol), siendo su concentración final del 1 %, durante 15 minutos a temperatura 
ambiente. Después el formaldehído fue inactivado con glicina 0,125 M, durante 10 
minutos. Las células se recogieron mediante centrifugación (1500 rpm, 5 minutos, 4 ºC) 
y se lavaron dos veces con PBS para eliminar los restos del sobrenadante. Las muestras 
se guardaron a -80 ºC.  
El pellet celular se resuspendió en el tampón de lisis-IP (Tris-HCl 50 mM a pH 7,5, EDTA 
5 mM pH 8, NP-40 0,5% vol/vol, Triton X-100 1% vol/vol, NaCl 150 mM). En los casos 
que se intentó mejorar la detección de las proteínas de membrana se utilizó otro tampón 
que contenía Sakosyl y SDS para su lisis (Tris-HCl 50 mM a pH 7,5, EDTA 5 mM pH 8, 
NP-40 0,5% vol/vol, Sarkosyl 0,5% vol/vol, SDS 0,1 % vol/vol y NaCl 150 mM). Ambos 
tampones contenían inhibidores de proteasas (Sigma, EEUU) y 1 mM de PMSF (del 
inglés phenylmethylsulfonyl fluoride, Sigma, EEUU). 
Se utilizaron partículas de agarosa con proteína G unida como soporte sólido para 
realizar la IP. Comúnmente se denomina a la proteína G – agarosa como cuentas, en 
inglés beads (Protein G Plus – Agarose, SantaCruz Biotechnology, EEUU). Los lisados 
celulares en tampón de lisis-IP con inhibidores de proteasas y PMSF se incubaron con 
50 µl de proteína G - agarosa durante una hora a 4 ºC en rotación para eliminar posibles 
uniones inespecíficas a la proteína G. Se dio un pulso en la centrífuga a 2000 rpm y se 
desechó el pellet con la proteína G - agarosa unida a posibles inespecificidades. El 
sobrenadante que se corresponde con el extracto celular total (ECT) del que se 
guardaron 50 µl a -80 ºC, se incubó durante una hora a 4 ºC en rotación con 4 µg del 
anticuerpo anti-CTD-Cx43 (IP+) (sc-6560, Santa Cruz Biotechnology, EEUU). Se añadió 
50 µl de proteína G - agarosa previamente lavadas 3 veces con una solución de IP-
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PMSF y se incubaron durante 16 – 18 horas a 4 ºC en rotación. Como control negativo 
para detectar uniones inespecíficas se realizaron IPs en las mismas condiciones pero 
sin añadir el anticuerpo de anti-CTD de la Cx43 (IP-). 
Con el complejo proteína G - agarosa - anticuerpo anti-CTD-Cx43 - CTD-Cx43 ya 
formado, se centrifugó la muestra durante 5 minutos a 4 ºC y 2000 rpm, desechando el 
sobrenadante y lavando el pellet, con tampón de lisis-IP de cuatro a seis veces. 
Finalmente el pellet fue resuspendido en tampón de carga 1X (SDS 10%, Tris 0,2 M a 
pH 6,8, glicerol al 50 %, azul de bromofenol 0,1 % (peso/vol) (5X) con 2-mercaptoetanol 
1,42 M). Primero se incubó a 37 ºC durante 30 minutos, se recogió el sobrenadante y 
se añadió otra vez tampón de carga. La muestra se incubó a 95 ºC durante 10 minutos, 
se recogió el sobrenadante y se juntó con al anterior. Las partículas sólidas de agarosa 
se desecharon y las muestras se guardaron a -80 ºC. 
 
7.2. SDS-PAGE con tinción de plata y western blot 
El gel SDS-PAGE se realizó tal como se describió en el apartado 4 (4. Extracción de 
ADN y reacción en cadena de la polimerasa) de esta sección. Se cargaron 5 µl de 
ECT, 5 µl de la IP (IP+ o IP-). Para la realización de la tinción de plata, se sigue el 
siguiente procedimiento: fijación con 40 % de etanol absoluto, 10 % de ácido acético y 
agua durante 30 minutos en agitación. Se retiró el fijador y se lavó dos veces, durante 
10 minutos, en agitación. Se sensibilizó el gel con 0,02 % de tiosulfato sódico durante 1 
minuto en agitación, se retiró y se lavó con agua durante 1 minuto. El gel se incubó con 
0,2 % de nitrato de plata en 0,075 % de formaldehído durante 30 minutos en agitación. 
Después del lavar con agua unos instantes, se añadió la solución reveladora (3 % de 
carbonato potásico y 12,5 mg/ml de tiosulfato sódico en 0,025 % de formaldehído) y se 
agitó hasta que la señal se empezó a quemar. La reacción se paró con una solución de 
3 % Tris 3 % en 10 % de ácido acético durante 15 minutos en agitación. Se procedió a 
lavar con agua varias veces antes de escanear la imagen con el programa 
ImageScanner (GeHealthcare, Reino Unido). Además de la tinción de plata se realizaron 
westerns blots con los ECT e IP+ e IP- utilizando el anticuerpo anti-Cx43 y anti-α-tubulina 
como control de carga (Tabla 6). 
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7.3. SDS-PAGE tinción con azul de coomassie, digestión proteica, 
extracción y purificación de los péptidos 
Los geles SDS-PAGE cargados con las IP+ e IP- para su posterior análisis por 
espectrometría de masas se tiñeron con azul de coomassie (Coomassie Brillant Blue G-
250, Sigma, EEUU). La electroforesis duró 30 minutos a 60 V, por lo que las proteínas 
no se separaron en bandas bien diferenciadas a lo largo del gel, sino que se encontraban 
concentradas al inicio del gel separador. El gel se tiñó con azul de coomassie 0,1 % en 
metanol 20 % durante 15 minutos en agitación, se fijó en 45 % de metanol y 10 % de 
ácido acético dos veces durante 15 minutos en agitación y se dejó lavando en agua 
destilada antes de escanearlo. 
Cada carril se cortó en 3 bandas que se destiñeron con 50 % de metanol durante 15 
minutos a 37 ºC, tres veces. Las muestras se lavaron con agua HPLC (Lab-Scan 
Analytical Sciences, Polonia). Cada banda se cortó en varios trozos con la ayuda de un 
bisturí y un cristal como soporte. A partir de este punto todos los eppendorfs utilizados 
fueron Protein LoBind (Eppendorf, Alemania), diseñados especialmente para su uso en 
proteómica. Con cada muestra (bandas troceadas) se siguió el siguiente procedimiento 
de digestión en gel basado en el protocolo de Shevchenko et al.273: Deshidratación con 
acetonitrilo (ACN grado HPLC, Fluka Analytical, Sigma, EEUU). Reducción de los 
puentes disulfuro con ditiotreitol (DTT) 10 mM en bicarbonato amónico (AmBi) 25 mM a 
56 ºC durante 30 minutos. Alquilación con iodoacetamida (IAA) 50 mM durante 15 
minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Deshidratación con ACN e incubación a 
4 ºC durante tres horas con tripsina a una concentración de 6,67 µg/ml (Roche, Suiza). 
La deshidratación previa a la adición de tripsina favorece la entrada de la enzima en el 
interior de las bandas, la tripsina no absorbida se retiró. Se añadió AmBi 25 mM para la 
hidratación de las bandas que después se incubaron a 37 ºC durante 13 – 16 horas. 
Para la extracción de los péptidos digeridos se realizó un primer vorteo de una hora 
seguido de 30 minutos de sonicación y se recogió el sobrenadante. Se realizaron tres 
extracciones más, añadiendo a la muestra 50 % de ACN y 0,1 % de trifluoroacético (TFA 
grado HPLC, Fluka Analytical, Sigma, EEUU), vorteando 1 hora y sonicando 30 minutos. 
Las tres extracciones se fueron añadiendo a la extracción inicial y el volumen total se 
evaporó en la centrífuga de vacío Savant SPD121P SpeedVac Concentrator (Thermo 
Scientific, EEUU). Las muestras se guardaron a -20 ºC. Para su purificación los péptidos 
fueron reconstituidos en TFA 0,5 %, se vortearon y se sonicaron 10 minutos antes de 
pasarlos por las columnas. Las columnas empleadas fueron Stage Tips C18 hechas a 
mano en el laboratorio empleando Empore disk-C18, 47 mm, 3M O (Agilent 
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Technologies, EEUU) y puntas de pipeta Protein LoBind (Eppendorf, Alemania). Las 
columnas se activaron con metanol y se acondicionaron con el tampón B (80 % ACN y 
0,5 % TFA) y con el tampón A (0,5 % TFA), se pasaron las muestras por las columnas 
y se eluyeron con el tampón A seguido del tampón B. La elución se evaporó en la 
centrifuga de vacío y se guardó a -20 ºC. 
 
7.4. Cromatografía líquida de alta eficiencia  
En este estudio, se ha realizado una cromatografía en fase reversa que separa las 
proteínas por su hidrofobicidad. Es una cromatografía de reparto en la que la fase 
estacionaria es apolar y la fase móvil polar de carácter orgánico. Los péptidos son 
apolares por lo que se quedan retenidos en la columna y su elución se realiza 
incrementando el porcentaje de fase orgánica.  
Los péptidos purificados y evaporados se reconstituyeron en 7 µl de la solución 0,1 % 
TFA y 2 % ACN se vortearon y sonicaron durante 30 minutos. Se pasaron a viales 
especiales para la cromatografía en fase reversa en un Tempo™ Nano-LC system 
(ABSciex, EEUU). De cada fracción se inyectaron 5 µl a un flujo de 15 µl durante 15 
minutos en una precolumna C18 (Michtrom 0,5*0,2 mm) para la eliminación de las sales 
y concentración de los péptidos. Después se cargaron en una nanocolumna (Intergrafit 
C18, Proteopep™ II, 75 µm id, 15 cm, 5 µm, 300 Å, New Objetive, EEUU) a un flujo 
constante de 350 nl/min con un gradiente inicial de 95 % fase móvil A (0,1 % TFA y 5 % 
ACN) y 5 % fase móvil B (0,1 % TFA y 80 %ACN) (Tabla 7). La columna se lavó y 
reconstituyó con la fase móvil B al 80 % durante 5 minutos. Después de eliminar todo el 
material apolar y no peptídico, las columnas se reequilibraron bajo las condiciones 
iniciales durante 15 minutos. Las fracciones peptídicas a medida que eluían se 
dispusieron automáticamente sobre una placa MALDI cada 15 segundos. Mezclándose 
con la matriz de α-ciano-4-hidroxi-trans-cinámico (3 mg/ml en 0,1 % de TFA y 70 % de 
ACN) mediante el sistema de fraccionamiento Sun Collect MALDI Spotter/Micro-Fraction 
Collector (SunChrom Wissenschaftliche Geräte Gmbh, Alemania). 
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Tiempo (min) % Fase Móvil A % Fase Móvil B 
0 
3 
30 
32 
34 
38 
50 
95 
95 
50 
20 
20 
95 
95 
5 
5 
50 
80 
80 
5 
5 
 
Tabla 7. Gradiente de elución utilizado en la cromatografía líquida. 
 
 
7.5. Espectrometría de masas 
El análisis mediante espectrometría de masas (MS) se compone de varias etapas: (i) 
ionización de la muestra, (ii) separación de los iones según su relación m/z y (iii) 
recuento de cada tipo de iones mediante un detector. En este trabajo se utilizó el 
espectrómetro de masas MALDI-TOF/TOF (4800 ABSciex, EEUU). En este 
espectrómetro la fuente de ionización es de desorción/ionización por láser asistida por 
una matriz (MALDI, del inglés Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization). La muestra 
sólida se mezcló con una matriz orgánica y la ionización se produjo por sublimación al 
incidir el láser sobre ella. En MALDI, la mayoría de los péptidos se ionizan con una carga 
positiva. La identificación de proteínas se realiza a través de los péptidos obtenidos de 
la digestión con una enzima, en este caso, la tripsina. La identificación de una proteína 
se realiza comparando las masas obtenidas (empíricas) con las masas resultantes de 
una digestión in silico a partir de una base de datos proteómica o genómica274, 275, 276. 
Para la identificación de proteínas en muestras complejas se usa el espectro de 
fragmentación de MS/MS, que proporciona información sobre su secuencia de 
aminoácidos. De la cromatografía HPLC en fase reversa se obtuvo la separación de 
cada muestra, cromatograma, sobre una placa MALDI. Las diferentes posiciones que 
tiene la placa se denominan spots. Aunque una misma placa sirva para el 
fraccionamiento de varias muestras, el análisis de masas se hizo separadamente para 
cada cromatograma. Antes de introducir la placa en el espectrofotómetro se añadieron 
calibrantes (8 spots en la placa). Los calibrantes están constituidos por péptidos de 
angiotensina de masa conocida diluidos en la matriz a una concentración de 3 fmol/spot, 
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con ellos se hizo una calibración interna con el estándar m/z 1046,5. Primero se realizó 
el análisis de MS que proporcionó los espectros que permitieron la identificación por 
huella peptídica. Hasta 12 de los iones con una señal más intensa por spot se 
seleccionaron con una señal/ruido mayor de 80 como precursores para el análisis de 
MS/MS, excluyendo picos (masas) de la tripsina y de la matriz. En este segundo análisis 
se seleccionaron los precursores con una señal/ruido mayor de 25 – 40 para identificar 
las proteínas.  
Los datos de MS/MS fueron adquiridos por el programa 4000 Series Explorer V3.5.1 y 
se identificaron mediante el programa informático ProteinPilot 3.0 (Applied Biosystems, 
EEUU). Este programa identifica las proteínas utilizando el algoritmo de búsqueda 
Paragon para comparar las secuencias de los aminoácidos de los péptidos obtenidos 
con las secuencias teóricas de la base de datos Uniprot-SwissProt (versión 
2012_05:536,029 entradas). Los parámetros empleados en la búsqueda fueron: tripsina 
como enzima de digestión y IAA como agente alquilante de los residuos de cisteína. 
Solo se incluyeron en los resultados aquellas proteínas identificadas con dos o más 
péptidos diferentes con un 95 % de confianza (Unused Score mayor o igual a 1,3). Cada 
proteína identificada presenta tres valores: unused, coverage y number of peptide. 
Unused refleja los péptidos identificados únicamente relacionados con esa proteína. 
Coverage: el porcentaje de la secuencia de aminoácidos de la proteína que es cubierta 
por los aminoácidos identificados por MS/MS. Number of peptide: el número de péptidos 
obtenidos por MS/MS que han servido para identificar una proteína 
 
7.6. Ontología de genes 
En 1998, representantes de las bases de datos de tres organismos ‘modelo’ –Drosophila 
(FlyBase), Saccharomyces Genome Database y Mouse Genome Database– fundaron 
el Consorcio GO (Ontología de genes (GO, del inglés Gene Ontology)277. La GO es un 
esfuerzo colaborativo para establecer descripciones consistentes de los productos 
génicos anotados en bases de datos diferentes La Ontología de Genes agrupa 
realmente tres ontologías que se corresponden con tres aspectos diferentes de la 
biología celular: función molecular, proceso biológico y componente o localización sub-
celular: (i) proceso biológico: los procesos biológicos implican generalmente 
transformaciones químicas o físicas que ocurren por la acción de un conjunto de 
funciones moleculares. (ii) función molecular: describe actividades que ocurren a nivel 
molecular; sus términos representan a las actividades y no a las entidades (moléculas 
o complejos moleculares) que llevan a cabo las acciones, sin especificar cuándo, dónde, 
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o en qué contexto ocurren. (iii) Componente celular se refiere al espacio celular donde 
se encuentra el producto génico. 
Para el análisis de los datos de MS y para su representación con los términos de GO, 
los datos fueron analizados utilizando Protien Information y Knowledge Extractor (PIKE, 
http://proteo.cnb.csic.es/pike/), el cual es un enlace para el sistema web DAVID que 
proporciona una medida de la calidad de las interacciones proteínas de acuerdo con 
GO. 
 
 
8. ENSAYO DE PROLIFERACIÓN CELULAR 
Se realizaron diferentes ensayos de proliferación celular utilizando condrocitos aislados 
de la articulación de la rodilla de los ratones de la serie Cx43K258stop y Cx43cKO. La 
proliferación celular se cuantificó mediante el contaje de las células utilizando el 
contador automático Beckman Coulter Z1 Coulter™ (Beckman, EEUU). Las células en 
cultivo fueron tripsinizadas y contadas en una cámara Neubauer, siendo sembradas en 
placas P60 el mismo número de células. El experimento se realizó por triplicado; de 
cada fenotipo se sembraron tres placas para realizar el contaje celular el día 1, 3, 4, 6 y 
7 y cada medida se tomó tres veces. Con los datos obtenidos se obtuvo el factor de 
crecimiento. Este ensayo fue validado utilizando inmunofluorescencia y un anticuerpo 
anti-Ki67.
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1. ESTUDIO DE LA COMUNICACIÓN CELULAR EN 
CONDROCITOS Y CARTÍLAGO ARTICULAR  
 
La mayoría de los resultados que se describen a continuación han sido publicados en 
las siguientes revistas indexadas (ver ANEXOS): American Journal of Pathology, Annals 
of the Rheumatic Diseases, Osteoarthritits and Cartilage y en Molecular and Cellular 
Proteomics. Algunos de los resultados obtenidos durante el desarrollo de esta tesis 
doctoral están siendo utilizados para el registro de dos patentes de invención por lo que 
no pueden ser mostrados. 
 
1.1. Análisis de la estructura de los condrocitos en cartílago articular 
Para realizar este estudio se han utilizado secciones de cartílago articular de Sus scrofa 
(cerdo) de la Unidade de Ciruxía Experimental del Complexo Hospitalario Universitario 
de A Coruña (CHUAC, Xerencia de Xestión Integrada A Coruña, XXIAC) y muestras 
biológicas humanas procedentes de donantes sanos del CHUAC-XXIAC (PI13/00591). 
En la tinción con hematoxilina de Gill III de secciones de 4 µm de cartílago articular de 
Sus scrofa (Figura 12A) se observó la presencia de proyecciones o prolongaciones del 
citoplasma entre los condrocitos localizados en lagunas distantes. El uso de cartílago 
articular de Sus scrofa para llevar a cabo estos estudios facilitó el análisis mediante 
técnicas de microscopia por ser cartílago procedente de animales jóvenes y por tanto 
con mayor número de condrocitos respecto al cartílago procedente de donantes adultos. 
Cuando se realizaron las técnicas de IHQ utilizando cartílago articular humano para 
analizar la presencia de las proteínas Sox9 (del inglés, SRY (Sex Determining Region 
Y) – box 9) y COL2A (Figura 12B), se detectó positividad para ambas proteínas a lo 
largo de las proyecciones citoplasmáticas. Las imágenes obtenidas muestran que Sox9 
también está presente en el citoplasma de condrocitos de cartílago de donantes adultos. 
Como era esperable se detectaron altos niveles de positividad para COL2A en la MEC. 
Con el objetivo de confirmar la presencia de brazos o extensiones del citoplasma se 
analizaron muestras de cartílago utilizando microscopía electrónica de barrido. Las 
imágenes obtenidas muestran la presencia de proyecciones o extensiones del 
citoplasma que viajan a lo largo de la MEC y conectan con condrocitos localizados en 
lagunas distantes tanto en el cartílago articular de Sus scrofa como en el cartílago 
articular humano (Figura 12C). 
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Figura 12. Proyecciones citoplasmáticas entre condrocitos en el cartílago articular. (A) Las 
imágenes se corresponden con tinciones de hematoxilina de Gill III de secciones del cartílago 
articular de Sus scrofa (3 meses de edad). (B) Imágenes obtenidas tras el análisis mediante IHQ 
de criosecciones de cartílago articular humano utilizando los anticuerpos, anti-Sox9 y anti-
COL2A. Ambas proteínas se detectan en color marrón. (C) Las imágenes obtenidas mediante 
microscopia electrónica de barrido confirmaron la presencia de extensiones (flechas rojas) y 
brazos citoplasmáticos o prolongaciones de la membrana plasmática (flechas rojas) de 
condrocitos en cartílago articular de Sus scrofa y cartílago articular humano. Los condrocitos y 
sus extensiones se observan en color gris claro. Las imágenes mostradas se corresponden con 
imágenes originales no procesadas, obtenidas utilizando el microscopio de barrido Joel JEM 
6400 y el programa Inca Energy V 200. Dichas extensiones presentaron un tamaño de entre 5 – 
150 µm de longitud y 200 nm de ancho. 
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1.2. Estudio de la expresión de conexinas en condrocitos primarios  
Una vez demostrada la comunicación física entre condrocitos de cartílago articular a 
través de proyecciones citoplasmáticas, el siguiente paso fue estudiar si los condrocitos 
expresaban alguna de las proteínas implicadas en la comunicación directa célula - célula 
que ocurre a través de UCs formadas por Cxs.  
Para este estudio se utilizaron condrocitos aislados de cartílago articular de donantes 
sanos. Los condrocitos se mantuvieron en cultivo en monocapa de 2 a 5 semanas en 
incubadores a 37 ºC y con un 5 % de CO2. Para comprobar si con las condiciones de 
cultivo utilizadas en este estudio (descritas en Material y Métodos) los condrocitos 
mantenían su fenotipo, se analizó la presencia del principal marcador de condrocitos 
articulares, COL2A, mediante IHQ278, 279 (Figura 13A). Los resultados obtenidos 
mostraron que los condrocitos en las condiciones utilizadas para su cultivo expresaban 
altos niveles de COL2A. 
El análisis de la expresión génica mediante qRT-PCR utilizando condrocitos primarios 
aislados de donantes sanos reveló altos niveles del ARNm de la Cx43 (Figura 13B). 
Utilizando western blot se detectaron niveles elevados de proteína en el caso de 
condrocitos primarios aislados de dos donantes (CP - 1 y CP - 2) en comparación con 
la línea celular HeLa Cx43H10 que sobreexpresa Cx43 (Figura 13C). La localización 
celular de la Cx43 se estudió en condrocitos primarios mediante IHQ utilizando el 
anticuerpo anti-Cx43 y la contratinción de hematoxilina de Gill III. Como se muestran en 
las imágenes de la Figura 13D se detectó positividad para la Cx43 principalmente en el 
citoplasma y alrededor del núcleo, en la membrana plasmática y en los puntos en 
contacto entre dos células. 
Posteriormente se estudió la expresión génica de otras Cxs en condrocitos primarios 
tales como la Cx45, Cx46, Cx26, Cx40 y Cx32. Se detectó ARNm para la Cx45, pero no 
se detectó la proteína mediante IHQ. 
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Figura 13. Análisis de la expresión de Cxs en condrocitos primarios aislados de cartílago 
articular humano. (A) IHQ de condrocitos utilizando el anticuerpo anti-COL2A y la contratinción 
con hematoxilina de Gill III. Este tipo de contratinción permite diferenciar los núcleos celulares 
(color violeta oscuro) del citoplasma (color violeta claro). (B) Análisis mediante western blot 
utilizando el anticuerpo anti-Cx43 y condrocitos primarios de dos individuos sanos (CP - 1 y CP 
- 2). Como control se utilizó una línea celular HeLa Cx43H10 que sobreexpresa Cx43. (C) Análisis 
de la expresión génica de HPRT1 y de Cx43 mediante qRT-PCR en condrocitos primarios 
aislados de cartílago articular de donantes sanos. Los datos están normalizados utilizando 
HPRT1 y se muestran como Media ± S.E.M, n = 4, *p < 0.05; test de Mann-Whitney: HPRT-1 
frente a Cx43m. (D) IHQ de condrocitos primarios utilizando el anticuerpo anti-Cx43 y la 
contratinción con hematoxilina de Gill III. Se detectó positividad para Cx43 (color marrón) en los 
bordes de la superficie celular entre dos células en contacto (flechas verdes), en el citoplasma y 
en la membrana plasmática (flechas azules). (E) Análisis de la expresión génica de varias Cxs 
mediante qRT-PCR y condrocitos primarios aislados de cartílago articular de donantes sanos (n 
= 6). Los datos están normalizados utilizando HPRT1 y se representan frente a Cx43m. Media ± 
S.E.M.. A la derecha, imágenes del análisis IHQ utilizando condrocitos primarios y el anticuerpo 
anti-Cx45 con la contratinción con hematoxilina de Gill III y el control negativo. 
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1.3. Estudio de la funcionalidad de los canales de conexina 43 en 
condrocitos  
Para poder estudiar si la Cx43 detectada en la membrana de los condrocitos en cultivo 
primario forma canales funcionales, se realizaron diferentes técnicas de 
electrofisiología. Estas técnicas fueron realizadas en colaboración con el grupo de el Dr. 
Peter Brink y el Dr. Virgin Valiunas de la Stony Brook University (Nueva York, EEUU). 
Mediante la técnica de dual patch-clamp se estudió el acoplamiento eléctrico entre 
condrocitos primarios (Figura 14A), obteniendo un patrón de voltaje característico para 
la Cx43. 
El estudio de la transferencia de moléculas entre condrocitos en contacto a través de 
UCs se realizó utilizando el marcador LY, una molécula fluorescente, impermeable y de 
bajo peso molecular capaz de transferirse a través de las UCs. Para llevar a cabo esta 
técnica se utilizó una micropipeta para inyectar en un condrocito una solución que 
contenía 2 mml/L de LY (lado derecho). Se tomaron fotografías a los 2, 7 y 12 minutos 
para estudiar la transferencia de LY entre los condrocitos en contacto, como se muestra 
en las imágenes, se detectó un incremento de la fluorescencia con el tiempo en la célula 
receptora (lado izquierdo) (Figura 14B). 
En algunas de las tinciones con DAPI de explantes de cartílago articular de Sus scrofa 
detectamos fluorescencia en las proyecciones citoplasmáticas (Figura 14C). Las 
imágenes se muestran sobreexpuestas para comprobar que la fluorescencia no está en 
el citoplasma celular ni en la MEC. A la izquierda se muestra la misma imagen en 
contraste de fases y fluorescencia. Con el objetivo de estudiar el intercambio de ácidos 
nucleicos entre condrocitos en contacto se inyectaron con una micropipeta 
oligonucleótidos marcados (12 monómeros de longitud, 12-mer) en una célula donante 
(condrocito, lado derecho). Se tomaron fotografías a los 2, 7 y 12 minutos después de 
la inyección, observándose incrementos en la fluorescencia de la célula receptora (lado 
izquierdo) (Figura 14D). 
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Figura 14. Condrocitos primarios de cartílago articular humano forman UCs funcionales. 
(A) Patrón de voltaje obtenido mediante la técnica dual voltaje clamp en condrocitos primarios. 
(B) Transferencia de LY entre condrocitos en contacto. Una solución que contenía LY (2 mmol/L) 
se inyectó con una micropipeta en un condrocito (derecha de la imagen). Se tomaron fotografías 
a 2, 7 y 12 minutos. En la gráfica se representa el tiempo frente a la intensidad relativa del 
fluoróforo para la célula inyectada (puntos negros) y para la célula receptora (puntos blancos). 
(C) La tinción con DAPI de cartílago de Sus scrofa reveló fluorescencia en las proyecciones de 
las células en tejido. Las imágenes se muestran sobreexpuestas. Se muestra una imagen 
representativa de contraste de fases (luz visible) y DAPI marcando con la flecha blanca la 
proyección celular. (D) Intercambio de oligonucleótidos de 12-mer entre condrocitos en contacto. 
Los oligonucleótidos se inyectaron con una micropipeta en una célula (lado derecho). Se tomaron 
fotografías a los 2, 7 y 12 minutos. En la gráfica se representa el tiempo frente a la intensidad 
relativa del fluoróforo para la célula inyectada (puntos negros) y para la célula receptora (puntos 
blancos). Los datos se muestran como Media ± S.E.M. 
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1.4. Estudio de la expresión de la conexina 43 en tejido  
Para este estudio se utilizaron explantes de cartílago articular de donantes sanos 
congelados in situ inmediatamente después de la cirugía en Cryomold Standar utilizando 
Tissue-Teck O.C.T. Coumpound e iso-pentanol enfriado con nitrógeno líquido. Las 
muestras se almacenaron a -80 ºC. El análisis de la expresión génica mediante qRT-
PCR en explantes de cartílago articular de donantes sanos reveló altos niveles de ARNm 
de la Cx43 en comparación con la expresión del gen de referencia HPRT1 (Figura 13B).  
Los explantes de cartílago articular de donantes sanos y pacientes OA (grado I – grado 
IV) se tiñeron con SO - FG y otras técnicas de tinción con el objetivo de clasificar las 
muestras según el grado de la enfermedad. Los pacientes OA han sido clasificados en 
diferentes grados de la enfermedad (grado I – grado IV) con el método Mankin score 
modificado258. (Figura 15A). La intensidad de la coloración naranja - butano de la SO 
es directamente proporcional al contenido en PGs280. La tinción con FG indica con la 
coloración verde claro la ausencia de PGs. En los explantes de donantes sanos la 
coloración naranja - butano es homogénea e intensa, debido a la gran cantidad de PGs 
que presenta la MEC. En los explantes de cartílago articular de donantes con OA la 
coloración naranja - butano es menos intensa a medida que avanza el grado de 
enfermedad, mientras que el color verde claro aumenta desde la superficie hacia el 
interior del tejido. La pérdida de los componentes de la MEC tales como PGs es una de 
las primeras características de la OA. En el cartílago articular OA se observó que las 
lagunas tienen un mayor tamaño y un mayor número de condrocitos. En las muestras 
analizadas, el daño en el cartílago OA comenzó en la zona superficial en contacto con 
el líquido sinovial, profundizando en el cartílago a medida que avanza la enfermedad.  
La localización de la Cx43 en cartílago articular de donantes sanos y de pacientes OA 
(grado I – grado III) se estudió mediante IHQ. En explantes de donantes sanos se 
detectaron puntos positivos para Cx43 (color marrón) en el margen de las lagunas y en 
todas las zonas del cartílago (Figura 15C). La positividad para Cx43 en las zonas 
superficial e intermedia fue similar a la positividad observada en la zona profunda.  
En el caso del cartílago sano no se detectaron grandes niveles de la Cx43, pero toda la 
positividad se detectó bien localizada en el margen de las lagunas. Por otro lado, en las 
muestras de pacientes con OA desde el grado I de la enfermedad, se detectaron altos 
niveles de positividad y la proteína estaba localizada en el citoplasma, el núcleo y en el 
borde de las lagunas (Figura 15C). El análisis de las imágenes, mediante la 
cuantificación con el programa AnalySISD versión 5.0 (Olympus Biosystems) (Figura 
15D), reveló que el cartílago articular de pacientes OA muestra, aproximadamente, 4 
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veces más Cx43 en la zona superficial y en las zonas dañadas que el cartílago articular 
de donantes sanos. En las zonas intermedia y profunda, zonas que además presentaron 
menor daño, solo se detectó positividad en un 20 - 30 % de los condrocitos. En la zona 
profunda, la Cx43 perdió su localización en la membrana, encontrándose 
mayoritariamente en el citoplasma y en concreto alrededor del núcleo (Figura 15C).  
Respecto al número de puntos positivos para la Cx43 en el borde de las lagunas, 
analizando únicamente las lagunas en las que se detectó dicha positividad, los ensayos 
de cuantificación demostraron que el número de puntos positivos varía entre 
aproximadamente 8 y 36, entre los condrocitos de cartílagos sanos y OA, 
respectivamente (Figura 15D). 
Resultados 
77 
 
 
Figura 15. Incremento de los niveles de la Cx43 en cartílago articular de pacientes con OA. 
(A) Análisis de la expresión génica de HPRT1 y de Cx43m mediante qRT-PCR en explantes de 
cartílago articular de donantes sanos. Los datos están normalizados utilizando HPRT1 y se 
muestran como Media ± S.E.M., n = 4 (HPRT-1 frente a Cx43m). (B) Tinción con SO - FG de 
explantes de cartílago articular sano y OA (grado I - grado IV). Se empleó el método de Mankin 
score modificado para la clasificación de los pacientes según los grados de la enfermedad. (C) 
Análisis mediante IHQ de explantes de cartílagos articulares de donantes sanos y de pacientes 
con OA (grado I – IV) utilizando el anticuerpo anti-Cx43 y la contratinción con hematoxilina de 
Gill III. Las flechas de color verde muestran la localización de la Cx43 en el borde de las lagunas 
en los explantes de donantes sanos. Se muestran magnificaciones de alguna de las imágenes 
obtenidas. (D) La cuantificación y el análisis de las IHQ para la positividad detectada para la Cx43 
demostró que los explantes de cartílago OA presentan mayores niveles de Cx43 en la zona 
superficial e intermedia que los explantes de donantes sanos. *p < 0.05, **p < 0.01; análisis de 
Kruskal-Wallis con un test de Dunn de comparación múltiple (n = 4 donantes sanos, n = 10 
pacientes OA, n = 4 pacientes OA de rodilla y n = 6 pacientes OA de cadera). A la derecha, se 
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muestra la cuantificación del análisis de las IHQs para la positividad de la Cx43 en el borde de 
las lagunas (n = 17 donantes sanos y n = 17 pacientes OA. ***p < 0.0001; test t-Student, donantes 
sanos frente a pacientes con OA).  
 
 
1.5. Estudio de proliferación celular en cartílago articular 
En el cartílago articular de pacientes con OA se observó un mayor número de lagunas 
y un mayor número de condrocitos que en los explantes de donantes sanos (Figura 
15C). Para confirmar este aumento de proliferación celular se realizó el análisis IHQ de 
explantes de cartílago articular de donantes sanos y de pacientes con OA utilizando el 
anticuerpo anti-PCNA. El PCNA es una proteína nuclear que actúa como cofactor de la 
polimerasa delta por lo que es necesaria para la replicación del ADN281. El análisis IHQ 
reveló mayor positividad para PCNA en las zonas más superficiales y dañadas del 
cartílago articular OA (Figura 16A). Las zonas menos dañadas y más profundas 
mostraron un patrón de positividad similar al de donantes sanos. La cuantificación de 
las imágenes con el programa AnalySISD versión 5.0 (Olympus Biosystems) mostró que 
la positividad para PCNA en el cartílago articular OA es mayor en la zona superficial que 
en la zona intermedia profunda y significativamente mayor que en el cartílago articular 
sano. Dicho incremento en proliferación celular coincide en las mismas zonas del tejido 
en las que previamente se habían detectado incrementos de positividad para la Cx43 
(Figura 15C y 15D). 
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Figura 16. Positividad de PCNA en cartílago articular de donantes sanos y pacientes con 
OA. Análisis mediante IHQ de explantes de cartílago articular sano y OA (grado II – grado III) 
utilizando el anticuerpo anti-PCNA y la contratinción con hematoxilina de Gill III. La gráfica 
representa la cuantificación del análisis IHQ (n = 4 donantes sanos y n = 4 pacientes OA de 
rodilla y n = 6 pacientes OA de cadera, *p < 0.05, **p < 0.1; análisis de Kruskal-Wallis con un test 
de Dunn de comparación múltiple). 
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1.6. Expresión de conexinas en cartílago articular 
El análisis de la Cx45, Cx32 y Cx46 en explantes de cartílago articular de donantes 
sanos y pacientes con OA se realizó mediante IHQ. El análisis de Cx45 en explantes de 
cartílago sano reveló su localización alrededor del núcleo y en los bordes del citoplasma 
como puntos positivos bien definidos y de forma más difusa en el citoplasma (Figura 
17A). En explantes de cartílago OA la Cx45 mostró el mismo patrón de localización y 
niveles que la Cx43 y el PCNA (Figura 15C y Figura 16A, respectivamente). Las Cx32 
y Cx46 (Figura 17B) se detectaron en bajos niveles en el cartílago de donantes sanos 
y en algunos casos, mayoritariamente en cartílago de pacientes con OA, se detectó 
positividad alrededor del citoplasma e incorporadas en la membrana; principalmente en 
la zona intermedia y superficial. De los explantes analizados para la localización de Cx32 
y Cx46, algunos explantes mostraron altos niveles de Cx32 y/o Cx46 mientras que otros 
fueron negativos para ambas Cxs, estos resultados no permitieron determinar un patrón 
de positividad o realizar cuantificaciones. 
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Figura 17. Análisis de la Cx45, Cx32 y Cx46 en cartílago de donantes sanos y OA. (A) IHQ 
de explantes de cartílago articular sano y OA (grado I y grado II) utilizando el anticuerpo anti-
Cx45 y la contratinción con hematoxilina de Gill III. La gráfica representa la cuantificación del 
análisis IHQ para Cx45 (n = 3 donantes sanos, n = 10 pacientes OA; *p < 0.05; análisis de 
Kruskal-Wallis y el test de Dunn de comparación múltiple). (B) Análisis mediante IHQ de 
explantes de cartílago articular sano y OA (grado I - grado IV) utilizando los anticuerpo anti-Cx32 
y anti-Cx46 y la contratinción con hematoxilina de Gill III (n = 3 donantes sanos, n = 4 pacientes 
OA de rodilla, n = 6 pacientes OA cadera). 
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2.  ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD DE LOS CANALES DE 
CONEXINAS EN LA LÍNEA CELULAR DE CONDROCITOS T/C-28a2 
 
El uso de condrocitos primarios aislados de cartílago articular humano para el estudio 
de la función de los condrocitos y de mecanismos implicados en los procesos de 
degeneración y regeneración del tejido es bastante limitado a día de hoy. Algunas de 
estas limitaciones incluyen: (i) la dificultad para la obtención de muestras biológicas 
humanas de cartílago articular, (ii) la edad y variabilidad entre los donantes (historia 
clínica) y (iii) la limitación en el tiempo de cultivo de condrocitos primarios259. Como 
solución a estas limitaciones se han establecido líneas celulares a partir de condrocitos 
inmortalizados282. 
Una de las líneas celulares de condrocitos más utilizada a día de hoy es la línea celular 
T/C-28a2. Esta línea celular proviene de condrocitos primarios de cartílago costal de 
una mujer de 15 años de edad. Los condrocitos se inmortalizaron utilizando el antígeno 
T grande del virus 40 de los simios (SV40-LT)260. Actualmente esta línea es una 
herramienta común en el estudio del cartílago articular, aunque su uso no siempre 
resulta apropiado283, 284. Se ha publicado que la presencia de SV40-LT puede afectar a 
la funcionalidad de los canales de Cxs. En este estudio hemos caracterizado la 
expresión, localización y funcionalidad de la Cx43 en dicha línea celular con el objetivo 
de valorar su potencial utilidad como herramienta de estudio de las funciones de la Cx43 
en condrocitos articulares. 
El análisis de la expresión génica de Cx43 mediante qRT-PCR reveló menor expresión 
de Cx43 (ARNm) en condrocitos T/C-28a2 frente a condrocitos primarios aislados de 
cartílago articular de donantes sanos (Figura 18A). Mediante western blot se detectó la 
presencia de Cx43 en condrocitos T/C-28a2 (Figura 18B) y mediante IHQ se observó 
la localización de la Cx43 en el citoplasma y principalmente en los márgenes celulares 
entre dos células en contacto (Figura 18B, derecha). 
Para estudiar la funcionalidad de los hemicanales las células se incubaron durante 30 
minutos a 37 ºC en presencia de 5 mg LY/ml en PBS (Figura 18C). Las imágenes 
tomadas después de la incubación mostraron fluorescencia en el interior celular, 
confirmando la funcionalidad de los hemicanales. La cuantificación (a la derecha de las 
imágenes) no reveló diferencias significativas en la absorción de LY entre ambos tipos 
celulares. La viabilidad celular (98 %) se analizó con azul de tripano. Por otro lado, la 
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técnica dual patch clamp confirmó el acoplamiento eléctrico de los condrocitos T/C-28a2 
a través de UCs formadas por Cx43 (Figura 18D). 
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Figura 18. Expresión de la Cx43 y estudio de la funcionalidad de los canales de Cxs en 
condrocitos T/C-28a2. (A) Análisis de la expresión génica de Cx43m mediante qRT-PCR en 
condrocitos T/C-28a2 y condrocitos primarios. Los datos se muestran normalizados utilizando 
HPRT1 y como Media ± S.E.M., n = 5, **p = 0.0043; test de Mann-Whitney (condrocitos T/C-28a2 
frente condrocitos primarios). (B) Análisis mediante western blot de condrocitos T/C-28a2 (n = 2) 
utilizando el anticuerpo anti-Cx43 y anti-α-tubulina como control de carga. A la derecha, IHQ de 
condrocitos T/C-28a2 utilizando el anticuerpo anti-Cx43 y la contratinción con hematoxilina de 
Gill III. (C) Estudio de la funcionalidad de hemicanales en condrocitos T/C-28a2 mediante la 
absorción de LY (5 mg/ml en PBS, 1 hora, 37ºC). En la gráfica se representa el porcentaje de 
células positivas observadas en 6 fotografías de 2 experimentos independientes (Media ± 
S.E.M.). (D) Representación del patrón de voltaje obtenido mediante dual patch clamp en 
condrocitos T/C-28a2.  
También se analizó la funcionalidad las UCs mediante el estudio de la transferencia de 
LY utilizando electroporación in situ (Figura 19A) y scrape loading285 (Figura 19B). 
Como control se utilizó el péptido mimético para la Cx43, GAP27, que inhibió de forma 
Resultados 
85 
significativa el intercambio de LY a través de UCs entre condrocitos primarios. Los 
resultados obtenidos utilizando ambas técnicas demostraron que los condrocitos T/C-
28a2 presentan menor transferencia de LY que condrocitos primarios (Figura 19A y 
19B). 
La Cx43 es fosforilada por la quinasa c-Scr en su dominio CTD286. Se ha descrito que 
dicha fosforilación disminuye la comunicación célula - célula a través de UC. En la línea 
celular T/C-28a2 los condrocitos fueron inmortalizaron mediante la transfección del 
oncogén SV40-LT el cual activa la proteína c-Src, por esta razón se decidió estudiar la 
actividad de la quinasa c-Scr en la línea celular mediante IHQ y western-blot (Figura 
19C). El análisis IHQ reveló altos niveles de c-Src, localizándose mayoritariamente en 
los bordes de las células en contacto (Figura 19D), mientras que el análisis mediante 
western-blot confirmó la presencia de la forma activa de la c-Src (fosforilada en la tirosina 
416) en los condrocitos T/C-28a2. En los condrocitos primarios la presencia de la Cx43 
es mayor mientras que la de c-Src es menor, tanto de la proteína nativa como de la 
fosforilada. (Figura 19C). 
Resultados 
86 
 
Figura 19. Estudio de la comunicación a través de UCs entre condrocitos T/C-28a2. (A) 
Ensayo de electroporación in situ para la trasferencia de LY. Las células fueron electroporadas 
en presencia de 5 mg/ml de LY en PBS. La gráfica representa la cuantificación de la transferencia 
de LY, representando el número de células positivas para LY en la zona no electroporada 
normalizadas respecto al número de células localizadas en el borde de electroporación (línea 
roja). Los datos se muestran como Media ± S.E.M., n = 6, ***p < 0.0002; test de Mann-Whitney. 
(B) Ensayo de scrape-loading para la transferencia de LY. Las líneas verticales en color rojo y 
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las estrellas verdes representan el borde del corte y las líneas horizontales de color rojo y las 
estrellas amarillas el alcance de la transferencia de LY entre las células en contacto. (C) Western 
blot de condrocitos primarios y condrocitos T/C-28a2, utilizando los anticuerpos anti-Cx43, anti-
c-Src, anti-p-Src (Tyr416) y anti-α-tubulina como control de carga. (D) Análisis mediante IHQ 
utilizando el anticuerpo anti-c-src y la contratinción con hematoxilina de Gill III. 
 
 
Los condrocitos T/C2-8a2 presenten niveles de expresión de Cx43 (Figura 16A) 
menores que los condrocitos articulares primarios, así como menor cantidad de proteína 
por western blot (Figura 19C) y menor tasa de transferencia de LY vía UCs (Figura 19A 
y 19B). Aún así, sus hemicanales muestran una absorción de LY similar a condrocitos 
primarios, por lo que se decidió analizar la expresión génica de las Panxs (Figura 18A) 
en ambos tipos celulares. Sorprendentemente se detectaron altos niveles de expresión 
de la Panx1, bajos niveles de expresión de Panx2 y no se detectó expresión de la Panx3.  
Con el objetivo de estudiar la estructura de los hemicanales tanto en la línea celular 
como en condrocitos primarios se estableció una colaboración con el grupo de 
investigación liderado por el Dr. Luc Leybaert, profesor de fisiología en el departamento 
de Basic Medical Sciences de la facultada Medicine & Health Sciences de la Gent 
University. Este estudio se realizó durante una estancia predoctoral de tres meses en el 
último trimestre del año 2015. Los experimentos no pudieron ser realizados en 
condrocitos primarios debido a la dificultad de la obtención de muestras. En este estudio 
también se incluyó la línea celular HCS-2/8. 
El primer paso fue determinar la localización de la Panx1 mediante inmunofluorescencia. 
En ambas líneas celulares, HCS-2/8 y T/C-28a2, la Panx1 se localizó principalmente en 
el citoplasma celular (Figura 20B). Sin embargo, cuando se realizó el ensayo de 
hemicanales en presencia y ausencia de calcio, la presencia de calcio mantiene los 
hemicanales cerrados53. Además, se utilizaron diferentes inhibidore, Cbx como 
bloqueante inespecífico de hemicanales y GAP19 como bloqueante específico de 
hemicanales de Cx43 (Figura 20C), los resultados obtenidos sugirieron que los 
hemicanales presentes en las células T/C-28a2 no estarían formados por Cxs. En los 
condrocitos T/C-28a2, la absorción de ioduro de propidio disminuyó ante la presencia 
de Cbx, pero no ante la presencia de GAP19 (Figura 21A). En la línea HCS-2/8 la 
absorción de ioduro de propidio en las tres condiciones, control, Cbx y GAP19 fue similar 
(Figura 20). Se realizó un segundo ensayo de hemicanales empleando las citoquinas 
IL-1β y TNFα. En el caso de condrocitos T/C-28a2, la IL-1β disminuyó la actividad de 
Resultados 
88 
los hemicanales, mientras que este efecto no se detectó cuando se trataron las células 
con TNFα (Figura 20D). 
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Figura 20. Funcionalidad de los hemicanales en condrocitos T/C-28a2 y HCS-2/8. (A) 
Análisis de la expresión génica de Panx1, Panx2 y Cx43 (B) Inmunofluorescencia utilizando el 
anticuerpo anti-Panx1. (C) Ensayo de hemicanales. Ambas líneas celulares fueron tratadas con 
GAP19 (100 µM) y Cbx durante 30 minutos a 37 ºC, añadido al medio de cultivo. El ensayo de 
hemicanales fue realizado con ioduro de propidio 1 mM en HBSS - HEPES con calcio y sin calcio. 
Los núcleos fueron teñidos con Hoeschst y las imágenes cuantificadas con el programa ImageJ. 
Para la cuantificación de la línea T/C-28a2 se tomaron 17 fotografías mientras que para la línea 
HCS-2/8 se tomaron 20. (D) Efecto de las citoquinas IL-1β y TNFα sobre la actividad de los 
hemicanales. Las células fueron tratadas con 10 ng/ml de IL-1β o TNFα durante 24 horas. Se 
tomaron 38 fotografías, de cada condición, para la cuantificación.  
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3. IDENTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS QUE INTERACCIONAN CON 
EL DOMINIO C-TERMINAL DE LA CONEXINA 43 
 
El CTD de la Cx43 se diferencia del CTD de otras conexinas por su secuencia de 
aminoácidos y su mayor longitud287. El CTD interacciona con múltiples proteínas 
citoplasmáticas formando un complejo que se ha denominado Nexus288. Dichas 
interacciones determinan y regulan las funciones dependientes289, 73 e independientes 
de la actividad de los canales que forma esta proteína290. 
Con el objetivo de identificar las proteínas que interaccionan con el CTD se realizó la 
inmunoprecipitación (IP) de lisados de condrocitos primarios aislados de cartílago 
articular de donantes sanos y de pacientes con OA (grado I y grado III de la enfermedad) 
utilizando un anticuerpo específico para el CTD de la Cx43. Las células se lisaron en 
presencia de detergentes no iónicos (Igepal y Triton X-100) y utilizando una 
concentración de sales fisiológica, 150 mM NaCl. Se analizaron 4 donantes sanos, 4 
pacientes con OA de grado I y 4 pacientes con OA de grado III. También se analizaron 
3 pacientes con OA en presencia de detergentes iónicos (Sarcosyl). Las proteínas 
inmunoprecipitadas se identificaron mediante espectrometría de masas. 
 
3.1. Proteínas que interaccionan con la conexina 43 en condrocitos 
aislados de cartílago articular de donantes sanos 
En la Figura 21A se muestra el resumen del número de proteínas identificadas que 
interaccionan con el CTD de la Cx43. Un total de 123 proteínas fueron identificadas en 
condrocitos aislados de cartílago de donantes sanos, 68 de las cuales se identificaron 
con dos o más péptidos (ver Tabla - Anexo 1A). 118 proteínas se identificaron 
exclusivamente en las IPs en las que se utilizó el anticuerpo anti-CTD de la Cx43 (IP+) 
y no se identificaron en la IP control (IP-) donde no se utilizó anticuerpo anti-CTD de la 
Cx43 (ver Tabla - Anexo 1B). Todas las proteínas fueron identificas con una confianza 
mayor al 95 % y un score mayor a 1,3 (ver Material y Métodos). En la Figura 21A se 
muestran un resumen de las proteínas identificadas y en las Tabla 8 y 9 se destacan 
algunas de las identificas en donantes sanos.  
Todas las IPs fueron realizadas con el mismo número de células y en las mismas 
condiciones. De cada IP (IP+ o IP-) se guardó su correspondiente ECT para la 
realización de dos electroforesis, una de ellas con posterior tinción con plata (Figura 
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21B, a la derecha) y la segunda para la detección de α-tubulina mediante western blot. 
(Figura 21B, parte superior derecha). Ambas técnicas se realizaron como control antes 
de la IP, con el objetivo de visualizar la concentración de proteína de las muestras. Los 
geles fueron cargados con un 0,5 % ECT que se utilizó para realizar la IP. Los números 
1 – 4 hacen referencia a cuatro muestras (pacientes) diferentes. 
Los resultados obtenidos en la espectrometría de masas fueron validados por western 
blot (Figura 21B, a la izquierda) seleccionando seis proteínas identificadas 
exclusivamente en la IP+ y utilizando dos lisados IP+ y dos de IP-. Se incluyó en este 
análisis la Cx43 como control de la técnica. 
El análisis en GO reveló que las proteínas identificadas que interaccionan con la Cx43 
en condrocitos de donantes sanos, se corresponden principalmente a proteínas que se 
encuentran en el citosol, citoesqueleto, a nivel ribosomal, en la membrana plasmática, 
en el núcleo y en las proyecciones celulares. 
Respecto al proceso biológico en el que están implicadas las proteínas identificadas 
(Figura 21C), el análisis con GO reveló un importante número de proteínas con función 
ribosomal y relacionadas con la traducción proteica (ver Tabla - Anexo 1). En este 
análisis se excluyeron las proteínas ribosomales 40S y 60S. Fueron identificadas varias 
proteínas con actividad nuclear tales como histonas o proteínas nucleolares (ver Tabla 
9 y Tabla - Anexo 1A). También se identificaron proteínas relacionadas con rutas 
metabólicas, como la glicólisis y gluconeogénesis, con el plegamiento y transporte 
proteico, con adhesión celular, asociadas a motilidad celular o de unión a calmodulina 
(ver Tabla 9). 
  
Resultados 
92 
 
Figura 21. Identificación de las proteínas que interaccionan con la Cx43. Análisis de los 
resultados de la identificación de proteínas que interacionan con la Cx43 mediante 
espectrometría de masas e IP de lisados de condrocitos primarios provenientes de cartílago de 
4 donantes sanos. Las proteínas se identificaron con un 95 % de confianza (el valor umbral se 
estableció en 1.3). (A) Resumen del número de proteínas identificadas en la IP+ y en la IP- según 
el número de péptidos. En las Tablas – Anexo 1A y 2 se muestran el total de proteínas 
identificadas en la IP+ y la IP-, respectivamente. (B) El contenido proteico de los ECT se analizó 
previamente por western blot utilizando el anticuerpo anti-α-tubulina y con la tinción con plata 
(izquierda) de las proteínas separadas en un gel del 10 % acrilamida/bisacrilamida. Los carriles 
representan el 0,5 % del total de la muestra empleada en la IP (1 - 4). A la derecha se muestra 
el análisis mediante western blot con 2 muestras de IP+ y 2 IP-, cada pocillo representa un 25 % 
del total de la IP. (C) Clasificación de las proteínas identificadas según GO respecto a la 
localización celular y según el proceso biológico. 
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PROTEÍNA GEN 
α-* y β-tubulina*# TUB1B, TUBB, TUBB2A, TUBB2C 
α-actina* y proteínas relacionas con la actina ACTB, ACTR3B, ACTN4 
Proteína asociada subunidad delta del translocón SSR4 
Proteína motora miosina* (Miosina IC#) MYL12B, MYH9, MYO1B 
Vimentina VIM 
Vinculina*# VCL 
Talina-1# TLN1 
Alpha filamina A FLNA 
Proteína relacionada con la dihidropirimidinasa 2 DPYSL2 
Proteína B homóloga de tráfico vesicular SEC22 SEC22B 
Gelsolina GSN 
Profilina-1 PFN1 
Erzina*# EZR 
Radixina# RDX 
Moesina# MSN 
Anexina A1#/A2#/A5 ANXA1, ANXA2, ANXA5 
Caldesmón CALD1 
Endoplasmina HSP90B1 
Tropomiosina α4 TPM4 
Subunidad proteosomal beta tipo-2 PSMB2 
Proteína ribosomal S27a 40S-Ubiquitina RPS27A 
Proteína 4 asociada al citoesqueleto CKAP4 
Glicoproteína de membrana Thy-1 THY1 
Proteínas S100-A6/-A11/-A10 S100A6, S100A11, S100A10 
 
Tabla 8. Proteínas que interaccionan con la Cx43 en donantes sanos relacionadas con el 
transporte de Cxs y en el ensamblaje - degradación de UC. En la Tabla - Anexo 1A aparece 
el listado total de las proteínas y el valor de los parámetros que permitieron su identificación. 
*proteínas previamente descritas en la bibliografía que interaccionan con el CTD de la Cx43. 
(#)proteínas que forman parte de la membrana plasmática. 
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PROCESO/LOCALIZACIÓN GEN 
Nucleosoma. Histonas 
HIST1H1T, HIST1H2AC, H2AFJ, HIST2H2BF, H3F3A, 
HIST1H4A 
Factores relacionados con la 
transcripción 
PTRF, NCL, CAND1, SND1, STAT1, RAN 
Proteínas que interacionan con ARN 
MVP*, HNRPA1*, HNRPA2*, HNRNPA3, HNRNP, NLC, RAN*, 
PTRF 
Transporte de ARN 
HNRNPA1, HNRNPA2, HNRNPA3 HNRNPL, SNRPD3 
Corte y empalme de ARN 
Ribosoma 
RPS16, RPS18, RPS19, RPS24, RPS26 RPS4X, RPS5, 
RPS7, RPS8 , RPS9, RPLP2, RPL12, RPL15 RPL17, RPL21, 
RPL24, RPL27A, RPL3, RPL35, RPL35A, RPL36, RPL4, 
RPL6, RPL7, RPL7A 
Traducción EEF2, EEF1AL3, EEF1G, EIF5AL1 
Transporte al interior celular 
KPNB1#, RAN#, LMNA, MVP# 
Complejo del poro nuclear (#) 
Mitocondria SOD2, ATP5J2 
Actividad antioxidante PRDX1, SOD2 
Generación de precursores 
metabólicos y energía 
PKM2, ENO1, GAPDH, LDHA, ALDOA, PYGB, PGK1, SOD2 
Proteínas implicadas en el plegamiento 
proteico y otras proteínas relacionadas 
CRYAB, HSPA8, HSP90AB1, HSP90B1, PPIB, PPIA, HSPA5, 
P4HB, PDIA3, HSPB1, SEPINH1 
 
Tabla 9. Ejemplos de proteínas que interaccionan con la Cx43 en donantes sanos 
clasificadas según el proceso celular en el que participan. La Tabla - Anexo 1A recoge el 
total de proteínas identificadas en condrocitos aislados de cartílago de donantes sanos, junto con 
los parámetros: score, coverage y número peptídico, que han permitido la identificación de cada 
una de las proteínas 
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3.2. Colocalización de la conexina 43 y proteínas identificadas por 
espectrometría de masas que interaccionan con su dominio C-terminal en 
condrocitos primarios 
Entre las proteínas identificadas por espectrometría de masas se encuentran la 
vimentina y la HSP90β. Ambas proteínas se seleccionaron para comprobar su 
interacción con la Cx43 in situ, mediante inmunofluorescencia doble: vimentina/Cx43 y 
HSP90β/Cx43 (Figura 22A y 22B, respectivamente). Se muestran individuales de cada 
proteína y las imágenes de superposición (vimentina/Cx43 y HSP90β/Cx43. A la 
derecha de las fotografías se muestran las gráficas que representa la colocalización 
para cada caso. 
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Figura 22. Colocalización mediante inmunofluorescencia de la Cx43 con proteínas 
identificadas por espectrometría de masas. Mediante la técnica de doble inmunofluorescencia 
se estudió la colocalización de dos antígenos en una misma célula. (A) Colocalización de Cx43 
(color verde) y vimentina (color rojo). La gráfica representa la cuantificación de la técnica, (B) 
Colocalización de Cx43 (color verde) y HSP90β (color rojo). La gráfica representa la 
cuantificación de la técnica. 
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3.3. Proteínas con localización nuclear que interaccionan con la 
conexina 43 
En la Figura 23A se muestra una representación del núcleo celular en el que se incluyen 
proteínas de localización nuclear identificadas en el presente estudio, tales como 
diferentes histonas (inglés histones), la prelamina A/C (LMNA), el factor de liberación 
del transcrito de la ARN polimerasa I (PTRF, del inglés Polymerase I and Transcript 
Relase Factor), la nucleolina, la señal 1 - alpha/beta de traducción y activación de la 
transcripción (STAT1, del inglés signal transducer and activator of transcription 1 – 
alpha/beta), proteína 1 disociada de NEDD8 asociada a culina (CAND1, del inglés cullin-
associated NEDD8-dissaciated protein 1), varias riboproteínas heterogéneas nucleares 
(hnRPNs, del inglés heterogeneous nuclear ribonucleoproteins) y diferentes proteínas 
ribosomales. También se esquematiza el complejo de translocación al núcleo formado 
por las importina α/β – RAN-GTP. Este complejo permite la entrada al núcleo de 
moléculas que tengan una señal de reconocimiento de unión a la importina α/β 
denominadas secuencias o sitios de localización nuclear (NLS, del inglés Nuclear 
Localization Sequence). El análisis de la secuencia de aminoácidos de la Cx43 con el 
programa informático cNLS Mapper reveló dos posibles secuencias NLS localizadas 
ambas en el CTD de la Cx43 (Figura 23B). La combinación de la contratinción con DAPI 
y el análisis IHQ utilizando un anticuerpo anti-CTD de la Cx43 sugirió la localización 
nucleolar de la Cx43 en condrocitos primarios (Figura 23C). 
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Figura 23. Proteínas identificadas por espectrometría de masas y con localización nuclear 
y perinuclear. (A) Esquema del núcleo y de la envoltura nuclear, con sus diferentes capas 
(bicapa lipídica, complejos del poro nuclear y la lámina nuclear), retículo endoplasmático y los 
ribosomas (puntos negros). (B) Representación del CTD de la Cx43 donde se muestran dos 
posibles secuencias específicas para la translocación al núcleo, NLS (color verde), identificadas 
con el programa cNLS Mapper. (C) Análisis mediante IHQ de condrocitos articulares primarios 
utilizando el anticuerpo anti-CTD de la Cx43 y contratinción con DAPI. 
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3.4. Proteínas que interaccionan con la conexina 43 en condrocitos 
aislados de cartílago articular de pacientes con artrosis 
Se realizaron las IPs con lisados de condrocitos aislados de cartílago articular de 
pacientes OA de grado I y grado III. En OA de grado I se identificaron un total de 157 
proteínas, 153 exclusivas de la IP+ (Figura 24A, ver Tabla 10 y Tabla - Anexo 3B). 
Comparando estas proteínas con las proteínas identificadas en donantes sanos hay 73 
proteínas comunes pero identificadas con diferente número de péptidos (ver Tabla – 
Anexo 3E) y 80 proteínas identificadas exclusivamente en el grupo de OA grado I (ver 
Tabla 10 y Tabla – Anexo 3D). 
Las proteínas identificadas en condrocitos OA de grado I se analizaron con GO (Figura 
24B) y los resultados se compararon con los obtenidos en condrocitos sanos (Figura 
24B). El análisis reveló que las proteínas que interaccionan con el CTD de la Cx43 en 
pacientes OA grado I participan principalmente en: (i) procesos de adhesión celular, (ii) 
interacción con la matriz extracelular, (iii) unión a calmodulina y (iv) traducción proteica. 
Se identificaron muchas proteínas del citoesqueleto, así como proteínas con localización 
nucleolar. En el caso de las proteínas del citoesqueleto, la identificación en el grupo OA 
fue mayor, en número, que las identificadas en donantes sanos. 
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Figura 24. Clasificación de las proteínas identificadas en condrocitos aislados de cartílago 
de donantes sanos y OAs. Se analizaron las IPs de 4 pacientes con OA (A) Las barras grises 
representan las proteínas identificadas en pacientes OA con grado I de la enfermedad. 153 
proteínas fueron identificadas específicamente en la IP+ y no se identificaron en la IP-. También 
se muestran el número de proteínas identificadas en la IP+ con mayor número de péptidos (≥2) 
que cuando estas se identificaron en la IP- (ver Tabla – Anexo 3C). El Tabla – Anexo 3A se 
enumeran el total de las proteínas identificadas en la IP+ e IP-, los parámetros de identificación 
y el número de péptidos. (B) Clasificación de las proteínas identificadas según GO. Todas las 
proteínas fueron identificadas con una confianza del 95 %. 
 
 
En los pacientes OA de grado III se identificaron un total de 130 proteínas (ver Tabla – 
Anexo 4A), de las cuales 32 son exclusivamente de este grupo (Tabla 10 y Tabla – 
Anexo 4J). Entre los grupos OA grado I y OA grado III hay 88 proteínas en común, que 
se reducen a 64 comunes entre los grupos OA grado III y condrocitos sanos (ver Tabla 
10 y ver Tabla - Anexo 4E). En la Tabla 10 se enumeran algunas de las proteínas 
identificadas exclusivamente en cada grupo (sano, OA grado I, OA grado III) con los 
parámetros que permitieron su identificación (score, coverage y número de péptidos; ver 
Material y Métodos). 
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 PROTEÍNA GEN SCR % Nº 
Sano 
Subunidad f ATP sintasa mitocondrial ATP5J2 2 13,8 1 
Erzina EZR 2 3,9 1 
Proteína S100-A10 S100A10 2 14,4 1 
Proteína S100-A11 S100A11 2 10,5 1 
Proteína S100-A6 S100A6 2 16,7 1 
Rap-1A ligada a Ras RAP1A 2 7,6 1 
Superóxido dismutasa [Mn] mitocondrial SOD2 2 15,3 1 
Glicoproteína de membrana Thy-1 THY1 4 24,2 2 
Proteína transformante RhoA RHOA 2 17,6 1 
Proteína ribosomal S27a ubiquitina-40S RPS27A 2,3 24,4 1 
Proteína SEC22b de tráfico vesicular SEC22B 2 18,1 1 
OA 
grado 
I 
Proteína 14-3-3 zelta/delta YWHAZ 4 28,2 2 
Enzima 1,4-alpha-gluco-ramificada GBE1 2 13 1 
Miosina-10 MYH10 11,3 46,5 7 
Proteína picolo PCLO 1,81 19,2 1 
Subunidad Alpha del complejo proteico citosólico COPA 2 28,8 1 
Destrina DSTN 2,14 44,2 1 
Integrina alpha-V ITGAV 2,03 20,9 1 
Matrina-3 MATR3 2,05 27,4 1 
Septina-2 SEPT2 2 21,3 1 
Factor de crecimiento-beta-ig-h3-inducida TGFBI 2,32 19,8 1 
Vigilina HDLBP 3,84 34,6 2 
OA 
grado 
III 
Subunidad 2 no-ATPasa reguladora 26S PSMD2 2 7,3 1 
Proteína 2 anclada a A-quinasa AKAP2 2 24,7 1 
Subunidad alpha-1 del complejo AP-2 AP2A1 2,82 16 2 
ATP-citrato sintasa ACLY 3,96 18,1 2 
Subunidad beta del complejo proteico citosólico COPB1 2,03 16,8 1 
Subunidad gamma del complejo proteico citosólico COPG 6,47 24,5 4 
Proteína 3 ligada a proteína 1 de heterocromatina HP1BP3 2 17,9 2 
Proteína grupo B1 de alta motilidad HMGB1 1,73 23,7 2 
Dominio LIM y proteína 1 ligada a actina LIMA1 3,07 28,7 2 
Dominio LIM y proteína 7 LMO7 2,53 25,9 2 
Proteína 70-estrés, mitocondrial HSPA9 5,26 31,1 3 
Transgelina TAGLN 1,39 42,3 1 
Zixina ZYX 2,01 14,3 1 
 
Tabla 10. Proteínas identificadas exclusivamente en cada grupo. En la tabla aparecen 
algunas de las proteínas identificadas exclusivamente en cada grupo: sano, OA de grado I y OA 
de grado III, el nombre del gen y los parámetros con los que se identificaron; score (scr), coverage 
(%) y número de péptidos (Nº) (ver Material y Métodos). 
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En la identificación de proteínas que interaccionan con el CTD de la Cx43 utilizando 
condrocitos aislados de donantes sanos y pacientes con OA de grado I y OA de grado 
III, observamos que algunas proteínas interaccionaban con la Cx43 en los tres grupos 
(Tabla – Anexo 3E, 4D, 4G) mientras que otras se identificaron exclusivamente en uno 
de ellos (ver Tabla - Anexo 4H, 4I y 4J). En la Tabla 11 se muestran las proteínas que 
han sido descritas en estudios anteriores como proteínas potencialmente implicadas o 
alteradas durante el desarrollo y/o progreso de la OA y que han sido identificadas en 
este estudio. Se muestran los parámetros de la identificación correspondientes a cada 
grupo.
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Localización/Proceso Proteína Gen Sano 
OA (g, I/III) 
SCR % Nº 
Constituyentes estructurales 
de la MEC 
Colágeno alpha-1(I) COL1A1 Healthy/OA (g, III) 6/8 24/50 3/4 
Colágeno alpha-2(I) COL1A2 Healthy/OA (g, III) 4/2 31/41 2/1 
Colágeno alpha-1(VI)* COL6A1* OA (g, I/III) 21/10 57/51 12/6 
Colágeno alpha-2(VI)* COL6A2* OA (g, I/III) 14/6 56/36 11/4 
Colágeno alpha-3(IV)* COL6A3* Healthy/OA (g, I/III) 2,84 
95/62 
7,4 
54/48 
2 
54/34 
Colágeno alpha-1(XII)* COL12A1* OA (g, I/III) 23/14 41/33 11/8 
Metabolismo de 
Carbohidratos 
Alpha-enolasa ENO1 Healthy/OA (g, I/III) 8 
27/27 
21 
65/58 
4 
13/14 
Gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa GAPDH Healthy/OA (g, I/III) 10,41 
4/10 
31 
42/32 
5 
2/5 
Fructosa-bifosfato aldolasa A ALDOA Healthy/OA (g, I/III) 2,01 
2/8 
9 
44/39 
1 
1/4 
 
Proteínas del citoesqueleto 
Vimentina VIM Healthy/OA (g, I/III) 82 
124/79 
87 
100/94 
48 
158/53 
Gelsolina GSN Healthy/OA (g, I/III) 2 
2/10 
7 
17/39 
1 
1/5 
Vinculina VCL Healthy/OA (g, I/III) 5,29 
4/13 
20 
40/45 
3 
2/7 
Actina, citoplasmática 1 ACTB Healthy/OA (g, III) 25 
29 
54 
63 
16 
21 
Erzina# EZR1# Healthy 2 4 1 
Moesina MSN Healthy/OA (g, I/III) 10 
10/12 
30 
59/53 
5 
6/7 
Chaperonas y Proteínas 
implicadas en el plegamiento 
proteico 
 
 
Alpha-cristalina B CRYAB Healthy/OA (g, I/III) 4 
13/4 
26 
66/47 
2 
7/2 
HSP similar-71KDa HSPA8 Healthy/OA (g, I/III) 11 
3 /13 
23 
35/43 
5 
2/8 
HSP 90-beta HSP90AB1 Healthy/OA (g, I/III) 7 
3/16 
17 
28/35 
4 
2/8 
Endoplasmina HSP90B1 Healthy/OA (g, I/III) 6 
4/23 
6 
31/39 
3 
2/11 
78 kDa glucosa-proteína reguladora HSPA5 Healthy/OA (g, I/III) 23 
6 /33 
30 
53/61 
11 
3/17 
Otros 
Anexina A1 ANXA1 Healthy/OA (g, I/III) 10 
11/6 
31 
47/27 
5 
6/3 
Anexina A2 ANXA2 Healthy/OA (g, I/III) 52 
55/49 
66 
84/86 
30 
40/30 
Anexina A5 ANXA5 Healthy/OA (g, I/III) 2 
2 /2 
20 
33/21 
1 
1/1 
Superóxido dismutasa [Mn], mitocondrial# SOD2# Healthy 2 15 1 
Prelamina-A/C LMNA Healthy/OA (g, I/III) 26 
40/16 
45 
83/55 
15 
21/8 
Factor eucariótico de inicio de traducción 5A2 EIF5A2 OA (g, I) 2 41 1 
Factor de elongación 2 EEF2 Healthy/OA (g, I) 14,35 
9/19 
21 
36/34 
7 
5/9 
Dihidropirimidinasa-ligada a proteína 2 DPYSL2 Healthy/OA (g, III) 2/7 19/35 1/4 
Proteína de la Bóveda Mayor (Major vault protein) MVP Healthy/OA (g, III) 2/2 3/31 1/1 
GTP ligado a proteína RAN nuclear RAN Healthy/OA (g, I) 4/2 12/35 2/1 
Integrina alpha-V* ITGAV* OA (g, I) 2 21 1 
Integrina beta-1* ITGB1* OA (g, I/III) 2/2 19/8 1/1 
Integrina beta-1* ITGB1* OA (g, I/III) 2/2 19/8 1/1 
 
Tabla 11. Proteínas identificadas en este estudio y previamente publicadas como proteínas relacionadas con el desarrollo y/o progreso de la 
OA. El número de péptidos (Nº) y los valores con los que se identificaron en cada grupo varía. Los valores se muestran en números enteros; score (scr), 
coverage (%) y Nº de péptidos(ver Material y métodos y Tablas - Anexo 3E, 4E y 4G). (*) Proteínas identificadas exclusivamente en pacientes OA. (#) 
proteínas identificadas exclusivamente en donantes sanos.
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3.5. Comparación de las proteínas identificadas en éste y otros estudios  
Las proteínas que se han identificado en este estudio se compararon con proteínas ya 
descritas por otros autores como proteínas que interaccionan con la Cx43291, 292, 293, 294, 
295, 296, 297 mediante un meta-análisis. Estos estudios fueron realizados en diferentes 
tipos celulares y en diferentes especies de mamíferos, aves y peces, pero ninguno 
empleó condrocitos aislados de cartílago articular. Hasta el año 2015, se habían descrito 
76 proteínas que interaccionan con el CTD de la Cx43, estas 76 proteínas se 
compararon con las 123 proteínas identificadas en condrocitos aislados de donantes 
sanos en el presente estudio. El resultado obtenido de la comparación fue de 15 
comunes en ambos grupos lo que reveló un total de 138 nuevas interacciones no 
descritas en ningún estudio anterior (Figura 25A). De la comparación entre las proteínas 
ya descritas con proteínas identificadas en OA grado I (Figura 25A, letras en azul) se 
obtuvieron 28 proteínas comunes. 
En el año 2015, se realizó un estudio proteómico similar al aquí presente, pero utilizando 
modelos animales y células aisladas del corazón de ratones con el objetivo de estudiar 
el efecto de la isquemia en la activad de la conexina. En este nuevo estudio han 
identificado 444 proteínas, siendo 209 exclusivas de ese estudio. El resultado de la 
comparación que los autores llevaron a cabo entre su estudio y el aquí presente fue de 
40 proteínas comunes, tales como: la integrina α5/β1, N-cadherina, α y β tubulina, 
HSP90, vinculina, SOD2 y α-β-cristalina entre otras298. 
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Figura 25. Meta-análisis del total de proteínas que interaccionan con la Cx43. (A) Con el 
diagrama de Venn se compararon las proteínas identificadas en el presente estudio (círculo de 
color gris) con proteínas descritas en estudios anteriores (circulo de color morado), la 
superposición indica las proteínas comunes a ambos grupos. Los números en color azul y con 
asterisco (*) representan las proteínas identificas en pacientes OA de grado I. Los estudios que 
se han utilizado para dicho análisis fueron realizados mediante diferentes técnicas: IP, co-
localización o técnicas de afinidad y resonancia magnética nuclear, utilizando células y tejidos 
de rata, ratón, humano, cerdo, y otros modelos animales y celulares291, 292, 293, 294, 295, 296, 297, 298. 
Ninguno de estos análisis se realizó utilizando cartílago articular o condrocitos articulares. 
 
 
El hecho de que en este estudio no se hayan identificado proteínas de las que se conoce 
su interacción con la Cx43 tales como ZO-1299, 300 y varias fosfatasas, podría deberse a 
las limitaciones de las técnicas IP y espectrometría de masas, así como a que las 
interacciones con la Cx43 pueden ser dependientes de la fase del ciclo celular en el que 
se encuentren las células301, 217. A esto se suma la complejidad de la identificación de 
proteínas poco solubles o que se encuentran en menores concentraciones. 
La identificación de proteínas de membrana por espectrometría de masas es complicada 
debido al carácter hidrofóbico de los dominios transmembrana, muy resistentes al lisado. 
Además los péptidos hidrofóbicos son difíciles de extraer en digestiones en gel y de 
solubilizar en los tampones compatibles con la espectrometría de masas. Todo esto, 
sumado a la baja ionización que presentan estos péptidos, hace que la detección de 
proteínas transmembrana mediante espectrometría de masas sea muy complicada302, 
303. Con el objetivo de mejorar la identificación de proteínas transmembrana se 
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realizaron nuevas IPs utilizando agujas de diámetro 25-G y detergentes iónicos. Sin 
embargo, con estas nuevas condiciones se identificaron únicamente 32 proteínas (ver 
Tabla - Anexo 5), 29 de las cuales se habían previamente identificado como proteínas 
que interaccionan con la Cx43 en pacientes OA. Únicamente las proteínas cadherina-
23, MS4A7 y miosina-14 fueron exclusivas de este grupo. 
 
 
4. ESTUDIO DE LA FUNCIÓN DEL DOMINIO C-TERMINAL DE LA 
CONEXINA 43 EN CONDROCITOS Y CARTÍLAGO ARTICULAR  
 
Con el objetivo de ampliar el estudio de la función del CTD de la Cx43 en el cartílago 
articular se decidió utilizar un modelo animal de ratón que expresa la Cx43 sin los últimos 
125 aminoácidos de su CTD (Cx43K258stop). Este estudio se realizó en colaboración 
con el grupo de investigación del Dr. Christian Naus del departamento Cellular & 
Physiological Sciences del Life Science Institute de la British Columbia University en 
Vancouver (Canadá) 
En los ratones knockout para la Cx43 (Cx43cKO) el gen de la Cx43 fue eliminado por 
recombinación del gen de la Cx43 con el gen de la β-galactosidasa (β-Gal)199, rompiendo 
así el marco de lectura normal para la traducción de la proteína. Los ratones 
Cx43K258stop presentan una delección de 125 aminoácidos en el CTD. Del cruce de 
los dos modelos knockout se obtuvieron los genotipos: (i) Cx43cKO/Cx43cKO (-/-), 
fenotipo letal; (ii) Cx43cKO/Cx43 (-/+), heterocigoto para la Cx43; (iii) Cx43/Cx43 (+/+), 
fenotipo silvestre. (iv) Cx43K258stop/Cx43K258stop (ΔT/ΔT), fenotipo letal; (v) 
Cx43K258stop/Cx43 (ΔT/+), heterocigoto para la delección del CTD y (vi) 
Cx43K258stop/Cx43cKO (ΔT/-) que expresa una única copia de la Cx43 pero con la 
delección del CTD. 
Para este estudio se emplearon tanto condrocitos primarios en cultivo aislados de 
cartílago articular como explantes de cartílago articular. Ambos proceden en su totalidad 
de cartílago articular de rodilla de los ratones obtenidos del cruce de las series 
Cx43K258stop y Cx43cKO. 
El genotipo de los ratones se analizó mediante PCR de ADN aislado de biopsias de 
oreja, utilizando cebadores específicos para amplificar el gen de la β-galactosidasa, 
confirmando así la ausencia o presencia de la Cx43. Las diferencias de peso molecular 
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con los cebadores para el gen de la Cx43 indican qué muestras tienen el gen de la Cx43 
completo (mayor tamaño) y cuáles pertenecen a ratones con el CTD deleccionado 
(menor peso molecular) (Figura 26A). 
El genotipo de los ratones se confirmó mediante western blot utilizando el anticuerpo 
anti-NTD-Cx43 que reconoce el dominio N-terminal de la Cx43 y anti-GAPDH como 
control de carga. En las muestras con el dominio CTD deleccionado se detectó la banda 
de menor peso molecular (25 KDa) (Figura 26B). 
Los ratones se sacrificaron a los pocos días de nacer. Su tamaño no superaba los 6 cm, 
lo que complicó la obtención del cartílago articular de la rodilla. Durante la obtención del 
cartílago éste puede contaminarse con otros tejidos circundantes, tales como el tejido 
óseo y el tejido conectivo. Para comprobar que durante el aislamiento de condrocitos no 
se produjeron tales contaminaciones se descartó la presencia de células óseas o 
conectivas (fibroblastos) y la presencia de condrocitos en los cultivos celulares mediante 
la técnica de inmunofluorescencia utilizando los anticuerpos anti-osteopontina (anti-
OPN), anti-fibronectina (anti-FN) y anti-COL2A (Figura 26C). El fenotipo de las células 
en cultivo junto con la positividad para el principal marcador de condrocitos, el COL2A, 
confirmó que el aislamiento se realizó correctamente y las células mantuvieron su 
fenotipo en cultivo en monocapa. 
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Figura 26. Ratones con el CTD de la Cx43 deleccionado exhiben menor talla que ratones 
con el fenotipo silvestre. (A) Los ratones con el CTD de la Cx43 deleccionado presentan el 
CTD incompleto (Cx43K258stop), sin los últimos 125 aminoácidos de la secuencia silvestre. (B) 
Análisis en gel de agarosa de los fragmentos amplificados mediante PCR de ADN aislado de 
biopsias de oreja. La amplificación de la β-Gal indica el truncamiento en el gen de la Cx43. El 
peso molecular del amplicón obtenido con Cx43 indica la delección del CTD. (C) Análisis 
mediante western blot de condrocitos aislados del cartílago articular utilizando los anticuerpos 
anti-NTD-Cx43 y anti-GAPDH como control de carga. La banda de 25 KDa se corresponde con 
la Cx43 con su CTD deleccionado. (D) Los ratones fueron pesados al nacer, mostrando el 
fenotipo homocigoto para la delección del CTD de la Cx43, una menor talla sin afectación visual 
de grasa corporal (n = 9, análisis de Kruskal-Wallis con un test de Dunn de comparación múltiple, 
*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,000) (E) Análisis mediante la técnica de inmunofluorescencia de 
condrocitos primarios utilizando los anticuerpos anti-OPN (color verde), anti-FN (color verde) y 
anti-COL2A (color rojo) y contratinción con DAPI. 
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 4.1. Estudio de la comunicación celular, fenotipo y proliferación en 
condrocitos primarios 
Se estudió el efecto de la delección del CTD de la Cx43 en la comunicación célula - 
célula mediante la técnica de scrape loading (Figura 27A)285. Se utilizó el fluoróforo AD, 
color rojo, como control. AD es una molécula de alto peso molecular lo que impide que 
pase a través del poro de las UCs al contrario que la CB que sí es capaz de pasar por 
los canales. En las imágenes se muestran las células positivas para AD y CB y la 
cuantificación de la trasferencia de CB entre células en contacto. En el fenotipo 
Cx43K258stop se observó menor transferencia de CB, lo que concuerdan con el cambio 
en la localización de la Cx43 observada por inmunofluorescencia (Figura 27B). En el 
fenotipo silvestre la Cx43 se localizó en el citoplasma, en los bordes celulares 
(membrana celular) y en las zonas de contactos celulares, mientras que el fenotipo 
Cx43K258stop la Cx43 se localizó en el citoplasma, alrededor del núcleo y en puntos 
positivos, que según la contratinción con DAPI, indican que podrían corresponderse con 
los nucléolos304. 
Para estudiar proliferación en condrocitos en cultivo se realizaron dos técnicas 
diferentes: el contaje celular con el correspondiente cálculo del factor de crecimiento 
(Figura 27C) e inmunofluorescencia utilizando el anticuerpo anti-Ki67 (Figura 27D). En 
ambos ensayos se observó mayores niveles de proliferación en el fenotipo 
Cx43K258stop (ΔT/ΔT y ΔT/-). 
Para estudiar cómo la delección del CTD afecta al fenotipo de los condrocitos y a la 
síntesis de componentes de la MEC en condrocitos primarios, se realizó un análisis 
mediante la técnica de inmunofluorescencia utilizando el anticuerpo anti-COL2A y 
condrocitos primarios (Figura 27D). En el fenotipo Cx43K258stop se detectaron 
menores niveles de COL2A, que es el principal marcador de condrocitos articulares. 
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Figura 27. Ratones con el CTD de la Cx43 deleccionado presentan alteraciones en su 
comportamiento celular y en su fenotipo. (A) Ensayo de scrape loading para el estudio de la 
transferencia de CB (color verde), utilizando como control el fluoróforo AD (color rojo). La gráfica 
representa el número de células positivas para CB y normalizadas según el número de células 
positivas para AD. Media ± S.E.M. (n = 4 para +/+ y ΔT/-, n = 5 para +/- y n = 9 para ΔT/ΔT). *p 
< 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,0001. Test de Kruskal-Wallis y test de Dunn de comparación múltiple. 
(B) Análisis mediante la técnica de inmunofluorescencia de condrocitos con fenotipo silvestre 
(izquierda) y condrocitos con fenotipo homocigoto para Cx43K258stop (derecha) utilizando el 
anticuerpo anti-NTD de la Cx43. En los condrocitos con fenotipo silvestre la Cx43 se localiza en 
los bordes celulares o en los contactos célula - célula (flechas blancas). (C) Contaje celular de 
células en cultivo, utilizando un contador automático, a 24, 48, 72 y 144 horas utilizando un 
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contador automático (ver Material y Métodos). En la gráfica se representa el factor de crecimiento 
(ver materiales y métodos). (D) Análisis mediante la técnica de inmunofluorescencia en 
condrocitos primarios utilizando el anticuerpo anti-Ki67 (color verde) y la contratinción con DAPI. 
La gráfica representa el porcentaje de células positivas para Ki67. Media ± S.E.M. (n = 5). **p < 
0,01; análisis con el test de Kruskal-Wallis y test de comparación múltiple de Dunn. (E) Análisis 
mediante la técnica de inmunofluorescencia de condrocitos primarios utilizando el anticuerpo 
anti-COL2A y la contratinción con DAPI. 
 
 
4.2. Estudio del fenotipo de ratones con el dominio C-terminal deleccionado 
en cartílago articular 
En el caso de explantes de cartílago articular primero se realizó la tinción con HE para 
observar la morfología del tejido. Esta tinción reveló un mayor número de lagunas y de 
células en el fenotipo Cx43K258stop (ΔT/-) (Figura 28A). El estudio de proliferación 
celular se llevó a cabo mediante el análisis IHQ utilizando como marcador de 
proliferación celular el anticuerpo anti-PCNA (Figura 28B). En este caso no se utilizó 
Ki67 por imposibilidad de poner a punto la técnica de inmunohistoquímica con el 
anticuerpo del que disponíamos en el laboratorio y utilizando muestras de tejido. En 
ambos casos, los resultados obtenidos, confirmaron que el cartílago articular de los 
ratones Cx43K258stop presentaba mayores niveles de proliferación celular y mayor 
número de condrocitos (Figura 28A y 28B). 
Las gráficas de la Figura 28C muestran los pesos de los ratones a los cuatro meses de 
nacer, machos (n = 10) y hembra (n = 10). Dado la letalidad del fenotipo Cx43K258stop 
homocigoto, menos del 3 % alcanza la madurez, no pudieron emplearse en este estudio. 
Entre los fenotipos que alcanzan los 4 meses de vida, se detectó menor peso asociado 
a un menor tamaño en los ratones que sólo expresaban la Cx43 sin parte de su CTD 
(heterocigoto para Cx43K258stop y deficiente en Cx43 silvestre)  
Se analizó la presencia de proteoglicanos en cartílago articular mediante las tinciones 
de SO - FG y AT (Figura 28D). En la tinción de SO - FG el hueso subcondral aparece 
teñido de azul turquesa debido al FG. En ambas tinciones, el fenotipo Cx43K258stop 
presenta una coloración menos intensa indicando menor presencia de PGs, 
componentes esenciales para la estructura y función del cartílago articular.  
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Figura 28. Ratones con el CTD de la Cx43 deleccionado presentan alteraciones en la 
composición de la MEC. (A) La tinción con HE de cartílago articular reveló un mayor número 
de lagunas y de células en el fenotipo Cx43K258stop. Media ± S.E.M. (n = 21 para +/+ y n = 8 
para ΔT/-), test de Mann-Whitney, *p < 0,05. (B) Análisis mediante IHQ de cartílago articular de 
fenotipo silvestre y fenotipo Cx43K258stop utilizando el anticuerpo anti-PCNA (color marrón, 
flechas verdes) y la contratinción con hematoxilina de Gill III. Media ± S.E.M. (n = 24 para +/+ y 
n = 17 for ΔT/-), test de Mann-Whitney ***p < 0,0001. (C) Las gráficas representan el peso de los 
ratones a los 4 meses de edad, hembras y machos. Media ± S.E.M.. Análisis de Kruskal-Wallis 
y test de Dunn de comparación múltiple, *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,0001. A la izquierda el 
peso de los ratones. Media ± S.E.M. (n = 10). Los valores p se determinaron con el test de 
Kruskal-Wallis y el test de comparación múltiple de Dunn. **p < 0.01; ***p < 0.0001. D) Tinciones 
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con SF - OF (arriba) y AT (abajo) de cartílago articular. Ambas tinciones tiñen proteoglicanos (SO 
- FG) de color naranja - butano y el AT de color azul intenso 
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1. COMUNICACIÓN CELULAR EN CONDROCITOS PRIMARIOS Y 
CARTÍLAGO ARTICULAR  
 
El cartílago articular es un tejido especial debido a la composición de la MEC que está 
formada principalmente por COL2, PGs y numerosas glicoproteínas que le confieren 
una alta carga negativa. Sus células, encargadas de formar y regenerar el cartílago, se 
encuentran “insertadas en lagunas” y representan menos del 5 % del volumen total del 
tejido. Los condrocitos en cartílago de adultos se encuentran principalmente en estado 
no proliferativo y el incremento en proliferación celular es un signo típico de 
enfermedades que afectan a la estructura del tejido tales como la OA. A mayores, el 
cartílago de adultos carece de vasos sanguíneos y linfáticos y no está inervado. Dadas 
estas características, en la bibliografía estaba ampliamente aceptado el mecanismo de 
difusión de moléculas a través de la MEC, como único posible sistema de comunicación 
celular; los nutrientes y diferentes metabolitos llegarían a los condrocitos por su difusión 
desde el líquido sinovial, en contacto con la zona superficial del cartílago. Sin embargo, 
no todas las moléculas, y especialmente debido a su carga, son capaces de atravesar 
este tipo de matriz. 
La falta de comunicación directa célula - célula en un tejido impide la rápida respuesta 
de sus células ante diferentes estímulos, siendo esencial la coordinación celular para 
mantener la homeostasis del tejido. La comunicación directa célula - célula se establece 
por canales intercelulares denominados UCs, mientras que la comunicación célula – 
matriz sucede a través de hemicanales. En el año 2004 se observaron pequeñas 
extensiones celulares en la zona superficial del cartílago articular de un donante adulto 
sano y un OA, teniendo mayor presencia en el cartílago articular del paciente con OA305. 
Dichas proyecciones celulares se habían intuido con anterioridad en la zona intermedia 
del tejido306. Otros autores observaron estos mismos procesos celulares en la zona 
superficial de cartílago articular humano y de Rattus norvegicus (rata) sugiriendo que 
podrían estar mediando la interconexión de los condrocitos, relacionando estas 
estructuras con el desarrollo de la OA y con la señalización célula - célula 
(especialmente dentro de la misma laguna) y célula – matriz307.  
Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral, utilizando diferentes técnicas de 
microscopía, ponen en evidencia que los condrocitos en cartílago articular están 
conectados físicamente a través extensiones citoplasmáticas o proyecciones de la 
membrana plasmática que permiten el contacto físico entre condrocitos de lagunas 
distantes. Las imágenes de microscopía electrónica de explantes de cartílago articular 
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revelaron que los condrocitos embebidos en la matriz del cartílago contienen al menos 
dos brazos citoplasmáticos que se extienden a lo largo de la densa MEC alcanzando 
células distantes localizadas en lagunas diferentes (Figura 12C). Estas finas 
extensiones del citoplasma que llegan a alcanzar los 200 nm de ancho y has 200 µm de 
longitud, fueron también observadas en condrocitos en cultivo (Figura 12A). Los 
estudios anteriores sugirieron la presencia de proyecciones citoplasmáticas, canales en 
la MEC o remanentes de restos celulares en las zonas superficial e intermedia del 
cartílago articular pero ninguno de estos trabajos demostró las conexiones intercelulares 
que se describen en este trabajo (Figura 12). 
Hace dos décadas se describió la presencia de Cx43 en cartílago articular de modelos 
animales205 y desde entonces se han publicado algunos estudios confirmando tanto la 
presencia de Cx43 como la de hemicanales y UCs funcionales formadas por Cx43 en 
condrocitos cultivados en monocapa o constituyendo micromasas308, 309, 310, 311, 312, 313, 
205. Más tarde se publicó la presencia de Cx43 en cartílago articular humano206, 207. Sin 
embargo, ninguno de estos estudios fue capaz de explicar la función de la formación de 
UCs en los condrocitos, asumiendo que las UCs podrían únicamente formarse entre los 
condrocitos que integran un mismo condrón. En el presente trabajo se demuestra que 
los condrocitos en cultivo aislados de cartílago de donantes adultos retienen la 
capacidad de formar UCs funcionales, cuya apertura y cierre es voltaje dependiente y 
su patrón de voltaje es el característico de la Cx43 (Figura 14A). Los resultados 
obtenidos en tejido ponen en evidencia la conexión física que permitiría establecer UCs 
a lo largo de toda la extensión del tejido.  
DAPI se utiliza para teñir los núcleos de células fijadas o muertas. Además, DAPI es un 
compuesto catiónico e impermeable por lo que no es capaz de atravesar las membranas 
plasmáticas en células vivas, por lo que su utilización en el estudio de la funcionalidad 
de las UCs resulta de gran utilidad314, 315, 64. La positividad para DAPI observada en las 
proyecciones citoplasmáticas de condrocitos en cartílago articular (Figura 14C) junto 
con el intercambio LY y oligonucleótidos entre condrocitos en contacto (Figura 14D) 
confirmaron el acoplamiento funcional de condrocitos in vivo y la posibilidad o capacidad 
de intercambiar pequeñas moléculas de ARN tales como podrían ser ARNi o miARN 
(micro ARN) que podrían modificar la expresión génica de la célula receptora.  
El intercambio de pequeñas moléculas de ARN podría estar jugando un papel esencial 
en los mecanismos de diferenciación celular y en el mantenimiento del fenotipo del 
condrocito tanto en fase de crecimiento como en el cartílago de adultos. Por ejemplo, 
Sox9, un factor de transcripción imprescindible en la condrogénesis y regula 
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positivamente la expresión del gen COL2A1 a través de un mecanismo dependiente del 
miRNA-675316.  
El establecimiento de una red tridimensional entre las células a través de UCs es 
esencial, no sólo para permitir el acoplamiento químico y eléctrico, sino también para el 
acoplamiento metabólico; muy importante en el caso de tejidos avasculares, permitiendo 
el intercambio directo de moléculas, iones, nutrientes (como la glucosa) y metabolitos317, 
318, 267. Por otro lado, los hemicanales podrían estar jugando una función crucial en la 
comunicación entre la célula y la matriz y en la respuesta a cargas mecánicas en el 
cartílago articular, como ya se ha demostrado en diferentes modelos animales319, 205, 7. 
En los explantes de cartílago también se ha observado la presencia de Cx45, Cx32 y 
Cx46 (Figura 17) en el citoplasma y en los bordes de las lagunas. La mayoría de las 
células expresan más de un tipo de Cxs pudiendo combinarse entre ellas para formar 
hemicanales heteroméricos. El acoplamiento de estos hemicanales en UCs 
heterotípicas hace variar la permeabilidad de los canales lo que permite una regulación 
dinámica de las propiedades que modifica la selectividad de los canales y por lo tanto 
la comunicación intercelular320. Los ensayos de electrofisiología (Figura 15A) realizados 
utilizando condrocitos en cultivo demostraron el acoplamiento voltaje dependiente 
mediado por UCs formadas por Cx43. En el caso del tejido, no se pudieron realizar estos 
ensayos debido a las características de la MEC, que no permite alcanzar a las células 
viables. A mayores, la membrana de los condrocitos viables localizados en las zonas 
más superficiales de los explantes in vitro respondierón de forma anómala al contacto 
con la micropipeta. Esto fue lo que observó el grupo del Dr. Christian Steinhäuser, 
director de Institutes für Zelluläre Neurowissenschaften en Alemania cuando intentó 
inyectar LY en condrocitos utilizando tejido (trabajo realizado en colaboración con su 
grupo de investigación). Debido a que no se pudieron realizar estas técnicas en tejido, 
no se puede descartar que otras Cxs formen canales funcionales y participen en los 
mecanismos de comunicación a través de hemicanales o UCs en el cartílago articular. 
El estudio mediante IHQ de explantes de cartílago articular de pacientes con OA, mostró 
altos niveles proteicos de la Cx43 y la Cx45 (Figura 15 y 17). En el caso de la Cx45, la 
presencia de la proteína no se pudo detectar mediante IHQ en condrocitos en cultivo de 
cartílago articular sano, pero sí se detectó su expresión génica (Figura 13E). Debido a 
que en el caso de células en cultivo no se detectó la proteína (Cx45), los estudios 
posteriores se centraron en el estudio de las funciones de la Cx43 en condrocitos 
aislados de cartílago articular sano y OA.  
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La sobreexpresión de Cx43 y la Cx45 en cartílagos de pacientes con OA se observó 
desde las primeras fases de la enfermedad (grado I) y especialmente desde la zona 
superficial hasta aproximadamente 1000 µm de profundidad en el tejido. Ambas 
proteínas se localizaron principalmente en el citoplasma y alrededor de los condrocitos 
en los bordes de las lagunas. Sin embargo, en el caso de las zonas no dañadas del 
cartílago de pacientes con OA, la Cx43 se localizó principalmente alrededor del núcleo 
celular perdiendo su localización en el borde de la laguna. Este cambio de localización 
podría estar relacionado con la pérdida de la capacidad de formar hemicanales o UCs. 
Sin embargo en estas regiones la Cx45 se localiza en el citoplasma y en la membrana 
por lo que posiblemente en estas regiones la comunicación célula - célula se podría 
estar produciendo vía UCs formadas por Cx45. 
Estudios anteriores observaron que la IL-1β incrementa los niveles de la Cx43 y la 
inhibición de los canales de Cxs reduce la expresión de MMPs inducida por IL-1β en 
células sinoviales321. Las MMPs, son bien conocidas por su participación en la 
degradación del cartílago característica de la OA29, como es el caso de la MMP-13322. 
En La Figura 15C se demuestra la presencia de altos niveles de Cx43 en cartílago 
articular de pacientes con OA en las zonas de mayor daño del tejido, pudiendo estar 
relacionado dicho incremento en la Cx43 con la activación de rutas catabólicas que 
favorecen la degeneración o degradación del tejido.  
La expresión de Cx43 en condrocitos primarios en cultivo es significativamente mayor 
que en cartílago articular (Figuras 13C y 15A). Los condrocitos en cultivo son células 
proliferativas contrariamente a lo que ocurre en el cartílago articular adulto, aunque en 
cartílagos articulares OA los condrocitos presentan mayores niveles de proliferación 
celular. El aumento de la proliferación en el cartílago articular OA podría estar 
relacionado con los altos niveles proteicos observados de la Cx43, correlacionándose 
proliferación y altos niveles de Cx43 en las mismas zonas en cartílago articular de 
donantes con OA. En los explantes utilizados en este estudio, la zona que presentaba 
mayor daño fueron las zonas superficial e intermedia donde se produce una significativa 
activación catabólica y un aumento en la proliferación celular323 (Figura 15 y 16). De 
hecho, la Cx43 está implicada en la regulación del ciclo celular, aunque su efecto es 
dependiente del tipo celular324, 104. La Cx43 puede modificar la expresión génica de 
factores reguladores del ciclo celular tales como p21 o p27325, 326, pero también se ha 
descrito que su CTD interacciona con algunos de estos factores327 complicando por 
tanto su estudio. 
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2. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD DE LOS CANALES DE CONEXINAS 
EN LA LÍNEA CELULAR DE CONDROCITOS T/C-28a2 PARA SU 
POTENCIAL USO COMO MODELO IN VITRO EN EL ESTUDIO DE LA 
ARTROSIS 
 
La obtención de muestras de cartílago articular es una tarea complicada ya que no todos 
los investigadores tienen acceso a muestras de origen humano lo que dificulta y retrasa 
el estudio de las enfermedades que afectan a este tejido; por lo que el empleo de 
condrocitos primarios aislados de cartílago articular humano para el estudio de los 
mecanismos implicados en la degeneración y destrucción del tejido es limitado.  
Los condrocitos primarios en cultivo tienden a desdiferenciarse a células fibroblásticas, 
por lo que su cultivo celular está limitado en el tiempo a unas pocas semanas259. La 
obtención de cartílago articular humano y/o de un número adecuado de condrocitos 
primarios no siempre es posible. Además, los donantes del cartílago articular abarcan 
un amplio rango de edad, aunque suelen ser pacientes de edades avanzadas, por lo 
que hay que tener en cuenta procesos asociados al envejecimiento que podrían estar 
afectando a los resultados obtenidos. A todo esto se suma la variabilidad inherente que 
presenta cada muestra al tratarse de individuos diferentes y con complejas historias 
clínicas que suelen incluir pacientes crónicos, multipatológicos y polimedicados. Para 
suplir estos problemas y otras limitaciones y con el objetivo de tratar de aumentar la 
reproducibilidad de los resultados se han establecido varias líneas celulares a partir de 
condrocitos inmortalizados, convirtiéndose en herramientas de uso común en el 
laboratorio282. Estas líneas celulares no siempre reproducen lo que ocurre en un 
condrocito humano y en el cartílago articular, de hecho, no todas las líneas que se 
establecieron se han llegado a utilizar de forma rutinaria. En el caso de la línea de 
condrocitos T/C-28a2 se ha aceptado su uso como modelo de condrocito articular 
humano a pesar de las limitaciones y de su alta capacidad proliferativa260.  
En este trabajo de tesis se ha caracterizado la expresión y funcionalidad de los canales 
de Cxs en la línea celular T/C-28a2 con el objetivo de poder valorar su uso para el 
estudio de las funciones de la Cx43 y su potencial aplicabilidad como modelo in vitro de 
artrosis.  
Ensayos de electrofisiología (Figura 18D) demuestran que los condrocitos T/C-28a2 
forman UCs dependientes de voltaje, cuyo patrón es el esperado para la Cx43. Tanto 
las UCs como los hemicanales son funcionales en esta línea celular (Figura 19A y 19B 
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y Figura 18C, respectivamente). No se observaron diferencias en la absorción de LY a 
través de los hemicanales entre condrocitos T/C-28a2 y condrocitos primarios. El 
tratamiento con los péptidos miméticos de la Cx43, GAP27 y GAP19 (Figura 19A y 20C, 
respectivamente) no disminuyó la transferencia del fluoróforo (LY y ioduro de propidio, 
respectivamente) indicando que los hemicanales podrían no estar formados por 
conexinas pero si por Panxs.  
Los condrocitos T/C-28a2 presentan menores niveles de expresión de Cx43 ARNm, así 
como menores niveles proteicos en comparación con condrocitos primarios, lo que 
concuerda con los resultados obtenidos en la electroporación in situ y el scrape loading 
(Figura 19). Estos condrocitos tienen la partícula SV40-LT que activa a la quinasa c-Src 
y disminuye la comunicación célula - célula vía UCs mediante la fosforilación del CTD 
de la Cx43328, 286. Las Figuras 19C y 19D muestran como los condrocitos T/C-28a2 
contienen niveles relativamente altos de c-Src activo (Tyr416) y su localización en la 
membrana plasmática de células adyacentes. La detección de menor cantidad de Cx43 
en la línea celular sugiere además la presencia de modificaciones posttraduccionales 
en la Cx43 en los condrocitos T/C-28a2 que no se producirían en condrocitos primarios 
y podrían corresponderse con la fosforilación de la proteína (ver bandas superiores 
detectadas en el western blot de la Figura 19C para la Cx43).  
Los diferentes niveles de expresión de Cx43 y el diferente patrón de comunicación 
celular vía UCs observado entre ambos tipos celulares sugieren una posible alteración 
de las células durante el cultivo en monocopa, lo que ya se había observado entre 
condrocitos primarios en cultivo y cartílago articular. Por ejemplo, cambios en los niveles 
de miARN1-1 afecta a la expresión de la Cx43329 y la expresión del miRNA1-1 varía 
entre condrocitos primarios y condrocitos en tejido, siendo más similar su expresión 
entre condrocitos en tejido y la línea celular T/C-28a2 (Gago-Fuentes et al.330 ver figura 
suplementaria 2) 
De los resultados obtenidos se puede concluir que los condrocitos T/C-28a2 representan 
un modelo in vitro adecuado para el estudio de la funcionalidad de los canales de Cxs y 
Panxs tanto en condiciones fisiológicas como patológicas. Son células que expresan 
marcadores específicos de condrocitos articulares de manera estable260 y capaces de 
establecer comunicación célula – célula y célula – matriz. Los resultados obtenidos para 
la Cx43 (niveles de expresión génica, de expresión proteica  y localización) son 
semejantes a los obtenidos en el cartílago articular de donantes sanos332 (Figura 15). 
Aunque al analizar estos resultados hay que tener en cuenta que los condrocitos T/C-
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28a2 son células transfectadas con SV40-T, modificación que puede estar afectando a 
los datos proporcionados por este modelo in vitro de cartílago articular. 
 
 
3. IDENTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS QUE INTERACCIONAN CON 
EL DOMINIO C-TERMINAL DE LA CONEXINA 43 
 
La identificación de proteínas que interaccionan con la Cx43 ayudará a conocer la base 
molecular que regula la formación, degradación, apertura y cierre de los canales, así 
como otras funciones de la Cx43 independientes de la actividad del canal, lo que en 
otros estudios, ha contribuido a la identificación de la patogénesis de diferentes 
enfermedades331. Las proteínas identificadas en el presente estudio sugieren que la 
Cx43 podría estar ejerciendo diferentes funciones en condrocitos de donantes sanos y 
condrocitos de pacientes con OA. Este estudio ha sentado las bases para poder ampliar 
el conocimiento de las múltiples funciones celulares de la Cx43 en condrocitos 
articulares y posibles alteraciones de su función durante el desarrollo y/o progreso de la 
OA.  
La identificación de proteínas que interaccionan con la Cx43 descritas en la bibliografía 
se han realizado con diferentes métodos y en el caso de la IPs utilizando vectores de 
expresión y marcadores para mejorar los procesos de purificación de los complejos 
proteicos332, 333, 334, 335, 336, 337, 338, 339, 340, 82, 234, 288 298, 301. El estudio aquí presentado es 
el primero en que la identificación de las proteínas que interaccionan con la Cx43 se ha 
realizado sin la sobreexpresión de la Cx43 o su marcaje con una molécula tipo HA (del 
inglés hematoglutin). A pesar de las limitaciones que supone trabajar con condrocitos 
primarios, los resultados obtenidos han permitido identificar diferentes proteínas en las 
muestras de donantes sanos y pacientes con diferente grado de la enfermedad. 
Este estudio no hubiese podido realizarse utilizando directamente cartílago articular 
debido a la solidez de la MEC, rica en glicoproteínas y colágenos y con un bajo número 
de células, lo que requeriría el uso de gran cantidad de muestra sólida (tejido) y de 
agentes caotrópicos, los cuales son incompatibles con la técnica de IP. 
Independientemente de la variación de las condiciones en la identificación, la interacción 
de proteínas con la Cx43 depende de la secuencia de aminoácidos que forman los 
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dominios de unión y de su estructura topológica. El meta-análisis realizado (Figura 25) 
reveló un total de 108 nuevas proteínas identificadas en donantes sanos no identificadas 
en estudios anteriores y 129 nuevas proteínas en pacientes con OA. El solapamiento 
con estudios anteriores fue de 15 proteínas en donantes sanos y 28 en pacientes con 
OA, estas diferencias probablemente se deban al tipo celular y a la metodología 
empleada. En este estudio se identificaron proteínas responsables del desarrollo de 
enfermedades humanas, tales como Serpina H1, HnRNP-A2/B1, 78 kDa proteína 
regulada por glucosa, colágenos y PPIase B que se relacionan con desórdenes en el 
tejido conectivo. La α-β–cristalina es responsable del desarrollo de la miopatía miofibrilar 
y del desarrollo de cataratas. La HspB1 está implicada en el desarrollo del síndrome de 
CMXT, neuropatías y neurodegeneración. La vinculina se relaciona, entre otras 
enfermedades, con el desarrollo de cardiomiopatías y la profilina-1 participa en el 
desarrollo de la esclerosis lateral amiotrófica y neurodegeneración. Otras proteínas que 
interaccionan con la Cx43 como SOD2, vimentina, vinculina, gelsolina o alpha-enolasa 
(Tabla 11) identificadas en condrocitos sanos están descritas como proteínas alteradas 
en OA341, 342, 291, 292, 294, 295, 296, 297, enfermedad en la cual la Cx43 ya muestra altos niveles 
desde las etapas muy tempranas117 (Figura 15C). 
Por otra parte, en este estudio se identificaron proteínas relacionadas con la generación 
de energía y precursores metabólicos tales como ALDOA, GAPDH, PGK1, ENO1 y 
PKM2 (Tabla 9). Estas enzimas están implicadas en los procesos de glicólisis y 
gluconeogénesis, y participan en las fases de generación de energía sintetizando ATP 
y NADH, a excepción de la lactato deshidrogenasa A que participa en el último paso de 
la glicólisis en condiciones anaeróbicas. Estas interacciones podrían estar regulando el 
metabolismo de la glucosa. Resultados de diferentes grupos de investigación sugieren 
que la inhibición de la comunicación célula - célula vía UCs modifica la captación de 
glucosa. Bajos niveles de la Cx43 alteran la expresión de los transportadores de glucosa 
GLUT-1 y GLUT-3 y de las hexoquinasas tipo I y tipo II. Por otra parte, se ha publicado 
que la inhibición de UCs incrementa los niveles de glucosa y modifica la comunicación 
célula – célula343, 344, 345, 346. Los resultados aquí presentados junto con las evidencias 
previamente publicadas ponen de relevancia que existe una conexión entre el 
metabolismo de la glucosa y la Cx43. Nuevos estudios serán necesarios para poder 
entender si la tendencia o factor de riesgo que potencialmente presentan los pacientes 
con diabetes a padecer OA, podría explicarse por alteraciones en las cascadas de 
señalización que impliquen a la Cx43 y su capacidad de modulación del metabolismo 
celular117. 
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Por otra parte, se ha demostrado que la Cx43 se localiza a nivel mitocondrial347, 235, 239 
348 donde participa en el proceso de protección de daño tisular previo a un proceso 
isquémico, lo que conoce como preacondicionamiento347, 348, 349, 235. Ante un proceso de 
isquemia prolongado los niveles de ATP disminuyen acidificando el pH y acumulando 
especies reactivas de oxígeno (ROS) cuya acumulación favorece la activación de rutas 
que activan la muerte celular. La proteína mitocondrial SOD2, la ATP sintasa ATP5J2 
localizada en la membrana mitocondrial y la chaperona Hsp90, que podría estar 
implicada en el transporte de la Cx43 a la mitocondria350, 239, interaccionan con la Cx43. 
La interacción de la Cx43 con las proteínas SOD2 y ATP5J2 se identificó exclusivamente 
en condrocitos de donantes sanos (Tabla 10 y Tabla - Anexo 4H). Conocer la relación 
funcional entre la Cx43 y estas proteínas mitocondriales probablemente ayudará a 
entender el papel que juega la Cx43 a nivel mitocondrial en los procesos degenerativos 
y en el papel protector de daño tisular ante un proceso de isquemia. 
Varios estudios han sugerido que la Cx43 podría participar en la regulación de la 
expresión de diferentes genes351, 352. Tanto la Cx43 (secuencia completa de 
aminoácidos) como su CTD se han sido detectados en el núcleo253, y varios autores han 
descrito que la translocación al núcleo de la Cx43 o de su CTD modifica la proliferación 
celular y la expresión génica253. A pesar de estas evidencias, a día de hoy se desconoce 
el mecanismo de translocación de la Cx43 o de su CTD al núcleo, así como el 
mecanismo de regulación de la expresión génica que ejercen dicha proteína o su CTD. 
En este estudio se identificaron dos proteínas implicadas en la translocación al núcleo 
de diferentes moléculas mediante el reconocimiento de señales NLS: RAN-GTP y β-
importina (KPNB1)353. A mayores, utilizando el programa cNLS Mapper se predijo dos 
potenciales secuencias NLSs en el CTD de la Cx43 (Figura 23B), aunque no se 
descartan otras posibles vías de translocación al núcleo, puesto que este programa no 
puede predecir NLSs independientes de α-importina. De todas formas los resultados 
sugieren un potencial mecanismo de translocación al núcleo que incluye el sistema 
RAN-GTP. 
En este estudio también se han identificado varias histonas, factores de transcripción y 
proteínas nucleares (Figura 23A), tales como nucleolina y PTRF. Esta identificación 
sugiere que la Cx43 o su CTD podrían estar afectando a la organización de la cromatina 
y a la actividad nucleolar. Sin embargo, la identificación de proteínas implicadas en el 
proceso de transporte de ARN o proteínas (Figura 23A) podrían estar indicando la 
implicación de la Cx43 en el procesamiento, exportación y traducción del ARN.  
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Otras proteínas que interaccionan con la Cx43 tales como el colágeno tipo VI, colágeno 
tipo XII, integrina α-V, integrina β-I, vinculina, talina y anexinas indica su actividad en 
procesos de adhesión, motilidad o comunicación célula - matriz. Los colágenos tipo VI 
y tipo XII, la integrina α-V y la integrina β-I se identificaron únicamente en pacientes con 
OA. 
Se ha descrito que entre los residuos 136 – 158 del loop citoplasmático de la Cx43 se 
encuentran motivos de unión a calmodulina234 y en este estudio se han identificado 
proteínas que interaccionan con la Cx43 en condrocitos de pacientes con OA conocidas 
por su interacción con la calmodulina tales como caldesmón-1, varios tipos de miosina 
y varias proteínas de citoesqueleto. Esto sugiere que la Cx43, particularmente en 
pacientes con OA, podría estar desempeñando un papel disfuncional en la adhesión y 
migración celular mediados por la caldesmón-1 y/o miosina354, 267. 
La Cx43 ha sido descrita como una proteína capaz de formar un complejo proteico con 
múltiples funciones y localizaciones celulares. La identificación de múltiples proteínas 
que interaccionan con la Cx43 pone en evidencia la importancia de la Cx43 en la 
regulación del metabolismo celular, la transcripción y procesos de traducción, 
organización del citoesqueleto, adhesión y motilidad, interacciones célula - célula e 
interacciones célula – matriz. Cambios en los niveles de la Cx43 se han asociado con el 
desarrollo de determinadas patologías como el Alzheimer, la enfermedad de Huntington, 
cáncer, procesos inflamatorios y OA entre otras 355, 356, 357, 358, 36, 117, 290. Se han descrito 
varias enfermedades que se deben a mutaciones en la secuencia de la Cx43 como es 
el caso del síndrome ODDD359, 360, 361, 57. El estudio de las funciones de la Cx43 en 
diferentes procesos y mecanismos celulares es esencial para poder entender la 
fisiopatología de estas enfermedades y poder desarrollar terapias efectivas. Por último, 
destacar que la secuencia de la Cx43 está muy bien conservada a lo largo de la 
evolución especialmente desde primates a humanos, por consiguiente los resultados de 
este estudio podrán ser extrapolados a otros tipos celulares y patologías. 
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4. ESTUDIO DE LA FUNCION DEL DOMINIO C-TERMINAL DE LA 
CONEXINA 43 EN CONDROCITOS ARTICULARES 
 
Hasta hace unos años, se creía que las Cxs participaban en la regulación de la 
proliferación celular exclusivamente a través de la formación de UCs permitiendo la 
difusión de potenciales inhibidores o activadores del ciclo celular362, 363, 364, 365, 105, 326. 
Además se ha demostrado la potencial capacidad supresora de tumores que presentan 
algunas Cxs como es el caso de la Cx43193, 194. Se ha visto que la expresión del CTD es 
tan efectiva como la Cx43 en la inhibición de la proliferación celular en el caso de ciertas 
líneas celulares, algunas de ellas tumorales195. Debido a la importancia del CTD en la 
regulación de las actividades y funciones de la Cx43, y en especial en procesos de 
proliferación celular, se propuso un estudio utilizando un modelo animal que presenta 
una delección de los últimos 125 aminoácidos del CTD de la Cx43. Los resultados 
obtenidos indican que en condrocitos primarios y condrocitos en tejido la ausencia del 
CTD (Cx43K258stop) favorece la proliferación celular, tal y como se muestra en la 
Figura 27B, 28A y 28B. 
Los ratones Cx43K258stop homocigotos nacen con la frecuencia esperada y los recién 
nacidos son viables, indicando que la delección del CTD de la Cx43 no afecta al 
desarrollo normal del embrión, aunque si afecta al tamaño corporal ya que estos ratones 
muestran un menor peso aunque sin cambios visibles en los niveles de grasa corporal 
(Figura 26D). Menos de un 3 % de los individuos homocigóticos sobrevive hasta la edad 
adulta. Esta letalidad homocigótica es causada por defectos en la permeabilidad de la 
barrera epidérmica esencial para la supervivencia fuera del útero218.  
La apertura y cierre, localización y número de placas de UCs de Cx43 están regulados 
por modificaciones posttraduccionales e interacciones proteicas que tienen lugar en su 
CTD366, 367, 368, 369, 82, 221. Los ensayos de inmunofluorescencia demostraron que en 
condrocitos primarios que carecen de CTD, la Cx43 se localiza principalmente en el 
citoplasma y alrededor del núcleo, perdiendo su localización en la membrana plasmática 
(Figura 27B). 
Con el fin de solventar la letalidad del genotipo homocigoto de Cx43K258stop los 
ratones se cruzaron con cepas Cx43cKO heterocigóticas Este modelo animal se empleó 
para el estudio del efecto del CTD de la Cx43 en ratones de al menos 4 meses de edad 
en cuanto al tamaño respecto a los ratones de fenotipo silvestre, siendo estos ratones, 
tanto hembras como machos, de menor tamaño sin mostrar efectos visibles en la grasa 
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corporal (Figura 28C). El resto de los experimentos fueron realizados con ratones recién 
nacidos para evitar variabilidad en los resultados obtenidos debidos a la edad del ratón.  
Recientemente, se ha publicado una revisión en la que se muestran varios sitios de corte 
del CTD de la Cx43 por diferentes MMPs370. En el caso de la OA así como otras 
enfermedades degenerativas que afectan a la articulación, se ha detectado un 
incremento en la actividad de diferentes MMPs. Según los resultados obtenidos en este 
trabajo, la escisión o pérdida del CTD de la Cx43 podría estar implicado en la activación 
de cascadas de señalización o activación de rutas catabólicas. 
Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que el CTD de la Cx43 es necesario 
para mantener el correcto fenotipo del condrocito ya que los condrocitos mutantes 
muestran pérdida de fenotipo al disminuir la expresión de COL2A (Figura 27E) y PGs 
(Figura 28D), aumentando la proliferación celular lo que se corresponde más con una 
situación patológica, como ocurriría en determinadas fases de la OA, donde se detectan 
incrementos en proliferación celular. La pérdida o disminución de la síntesis de los 
principales componentes que forman la MEC, tales como COL2A y PGs, es una 
característica común en el cartílago de pacientes que sufren OA.
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CONCLUSIONES 
Objetivo 1 
1.1. Los condrocitos articulares poseen proyecciones citoplasmáticas capaces de 
atravesar la MEC y formar una red celular que permite el contacto físico entre 
condrocitos localizados en lagunas distantes. La comunicación célula – célula ocurre a 
través de UCs formadas por Cx43, mientras que la comunicación célula – matriz ocurre 
a través de hemicanales probablemente formados por Panxs. 
1.2. La Cx43 y la Cx45 presentan altos niveles de expresión en el cartílago articular de 
pacientes con OA respecto a los donantes sanos. En el caso de la Cx43 este aumento 
de expresión probablemente esté asociado al aumento en la proliferación celular. En 
cartílagos OA, la Cx43 pierde su localización en la membrana celular en las zonas no 
dañadas del tejido. 
1.3. La línea de condrocitos inmortalizados T/C-28a2 forman hemicanales y UCs 
funcionales. A pesar de ciertas limitaciones podría utilizarse como un buen modelo in 
vitro para el estudio de las propiedades de los hemicanales y UCs en condrocitos 
articulares. 
 
Objetivo 2 
2.1. Se han identificado más de 100 proteínas que interaccionan con el CTD de la Cx43 
en condrocitos aislados de cartílago articular de donantes sanos y pacientes con OA 
con diferentes grados de la enfermedad. La identificación de estas proteínas sugiere 
que la Cx43 está desempeñando diferentes funciones en cartílago de donantes sanos y 
en cartílago de pacientes con OA. 
2.2. La delección del CTD de la Cx43 en condrocitos primarios reduce significativamente 
la comunicación célula – célula a través de UCs, junto con la pérdida de localización en 
la membrana plásmatica. 
2.3. La delección del CTD de la Cx43 en condrocitos articulares dá lugar a cambios en 
el fenotipo del condrocito asociados a un incremento en la proliferación celular y 
alteraciones en la integridad de la MEC al reducir los niveles de expresión de COL2A y 
de PGs. 
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CONCLUSIONS 
Objective 1 
1.1. Articular chondrocytes have cytoplasmic projections able to cross the extracellular 
matrix and forming a cellular network that allows the physical contact between cells 
located in distant lacunes. Cell to cell communication occurs through gap junctions 
formed by Cx43. Cell to matrix communication occurs through hemichannels formed by 
pannexins. 
1.2. Cx43 and Cx45 are overexpressed in articular cartilage from patients with OA. 
Changes in the levels and in the cellular localization of the Cx43 protein in osteoarthritic 
chondrocytes may be associated with an increase in cellular proliferation in the damaged 
zones and a loss of cellular communication in the non-damaged zones of the tissue. 
1.3. T/C-28a2 immortalized cells forms functional hemichannels and gap junctions, 
providing an appropriate in vitro model for the study of the functionality of connexin 
channels under normal and pathological conditions. 
 
Objective 2 
2.1. We have identified more than 100 proteins that interact with the C-terminal domain 
of Cx43 in healthy donors and chondrocytes from patients with OA and with different 
grade of the disease. The identified Cx43-interactors suggested that Cx43 plays different 
roles in health and disease. 
2.2. Deletion of the CTD of Cx43 in chondrocytes significantly reduces cell to cell 
communication through gap junctions channels together with a loss of staining at the 
cellular membrane. 
2.3. Deletion of the CTD lead to changes in the phenotype of the chondrocyte which are 
associated with an increase in cellular proliferation and alterations in the ECM integrity 
by reducing the levels of COL2A and PGs. 
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En todas las Tablas – Anexos se incluye (i) el número de identificación (ID) según la 
base de datos SwissProt, (ii) el nombre del gen que codifica cada proteína, (iii) el nombre 
de la proteína, (iv) el total protscore, (v) el unused protscore (vi) sequence coverage (%) 
y (vii) número de péptidos (95 %). 
 
Tabla - Anexo 1A. Proteínas que interaccionan con la Cx43 identificadas en cartílago 
articular de donantes sanos utilizando cromatografía HPLC acoplada a espectrometría 
de masas.  
ID Gen Proteína 
Protscore 
Total 
Protscore 
Unused 
Sequence 
Coverage 
(%) 
Péptidos 
(95 %) 
P11021 HSPA5 78 kDa glucose-regulated protein  22,93 22,93 30,3 11 
P60709 ACTB Actin, cytoplasmic 1  25,29 25,29 53,6 16 
Q9P1U1 ACTR3B Actin-related protein 3B  2 2 7,7 1 
O43707 ACTN4 Alpha-actinin-4  17,25 17,25 22,5 9 
P02511 CRYAB Alpha-crystallin B chain  4 4 26,3 2 
P06733 ENO1 Alpha-enolase  8 8 21 4 
P04083 ANXA1 Annexin A1  10 10 30,6 5 
P07355 ANXA2 Annexin A2  52,03 52,03 65,8 30 
P08758 ANXA5 Annexin A5  2 2 19,7 1 
P56134 ATP5J2 ATP synthase subunit f, mitochondrial  2 2 13,8 1 
Q05682 CALD1 Caldesmon  2 2 12,5 1 
P02452 COL1A1 Collagen alpha-1(I) chain  6 6 23,9 3 
P08123 COL1A2 Collagen alpha-2(I) chain  4 4 31,3 2 
P12111 COL6A3 Collagen alpha-3(VI) chain  2,84 2,84 7,4 2 
Q86VP6 CAND1 
Cullin-associated NEDD8-dissociated 
protein 1  
2 2 3,2 1 
P21291 CSRP1 Cysteine and glycine-rich protein 1  2 2 7,8 1 
Q07065 CKAP4 Cytoskeleton-associated protein 4  5,32 5,32 20,9 3 
O43175 PHGDH D-3-phosphoglycerate dehydrogenase  2,03 2,03 16,5 1 
Q16555 DPYSL2 Dihydropyrimidinase-related protein 2  2,37 2,37 18,9 1 
P26641 EEF1G Elongation factor 1-gamma  6 6 11,4 3 
P13639 EEF2 Elongation factor 2  14,35 14,35 21,1 7 
P14625 HSP90B1 Endoplasmin  5,64 5,64 5,6 3 
P15311 EZR Erzin 2 2 3,9 1 
P21333 FLNA Filamin-A  63,28 63,28 29,4 32 
P04075 ALDOA Fructose-bisphosphate aldolase A  2,01 2,01 8,8 1 
P17931 LGALS3 Galectin-3  2 2 16,4 1 
P06396 GSN Gelsolin  2 2 6,8 1 
P09211 GSTP1 Glutathione S-transferase P  6 6 22,4 4 
P04406 GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase  
10,41 10,41 30,5 5 
P11216 PYGB Glycogen phosphorylase, brain form  2 2 8,3 1 
P62826 RAN GTP-binding nuclear protein Ran  4 4 11,6 2 
P11142 HSPA8 Heat shock cognate 71 kDa protein  10,72 10,72 22,5 5 
P04792 HSPB1 Heat shock protein beta-1  6,02 6,02 26,3 3 
P08238 HSP90AB1 Heat shock protein HSP 90-beta  7,26 7,26 17,4 4 
P09651 HNRNPA1 Heterogeneous nuclear 
ribonucleoprotein A1  
2 2 7 1 
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P51991 HNRNPA3 
Heterogeneous nuclear 
ribonucleoprotein A3 
2 2 17,5 1 
P38159 RBMX PE Heterogeneous nuclear 
ribonucleoprotein G  
2 2 20,2 1 
P61978 HNRNPK Heterogeneous nuclear 
ribonucleoprotein K  
2,02 2,02 16,2 1 
Q00839 HNRNPU Heterogeneous nuclear 
ribonucleoprotein U  
3,04 3,04 9,1 2 
P22626 HNRNPA2B1 Heterogeneous nuclear 
ribonucleoproteins A2/B1  
5,46 5,46 18,7 3 
P49773 HINT1 
Histidine triad nucleotide-binding 
protein 1  
2 2 11,1 1 
P22492 HIST1H1T Histone H1t  2 2 12,1 1 
Q93077 HIST1H2AC Histone H2A type 1-C  2 12 54,6 6 
Q9BTM1 H2AFJ Histone H2A.J  12,05 12,05 63,6 6 
Q5QNW6 HIST2H2BF Histone H2B type 2-F  12,9 12,9 57,9 9 
P84243 H3F3A Histone H3.3  3,52 3,52 32,4 3 
P62805 HIST1H4A Histone H4  18 18 57,3 11 
P06314 2 SV Ig kappa chain V-IV region B17  2 2 6,7 1 
Q14974 KPNB1 Importin subunit beta-1  2 2 7,2 1 
P04264 KRT1 Keratin, type II cytoskeletal 1  6,04 6,04 14,9 4 
Q96AG4 LRRC59 
Leucine-rich repeat-containing protein 
59  
1,68 1,68 11,4 1 
P00338 LDHA L-lactate dehydrogenase A chain  3,24 3,24 10,5 2 
Q14764 MVP Major vault protein  2 2 3,9 1 
P26038 MSN Moesin  10,09 10,09 29,5 5 
O14950 MYL12B Myosin regulatory light chain 12B  2 2 13,4 1 
P35579 MYH9 Myosin-9  12,16 12,16 17,4 7 
O43795 MYO1B Myosin-Ib  2 2 6,6 1 
P19338 NCL Nucleolin  4,03 4,03 14,2 2 
P22392 NME2 Nucleoside diphosphate kinase B  2,77 2,77 27,6 2 
P62937 PPIA Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A  4,35 4,35 45,5 2 
P23284 PPIB Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B  6 6 26,4 3 
Q06830 PRDX1 Peroxiredoxin-1  8 8 33,7 4 
P00558 PGK1 Phosphoglycerate kinase 1  2 2 12,5 1 
Q6NZI2 PTRF 
Polymerase I and transcript release 
factor  
4,04 4,04 15,1 2 
P02545 LMNA Prelamin-A/C  26,38 26,38 44,7 15 
P07737 PFN1 Profilin-1  2 2 10 1 
P49721 PSMB2 Proteasome subunit beta type-2  1,68 1,68 11 1 
P30101 PDIA3 Protein disulfide-isomerase A3  4,31 4,31 17 2 
P07237 P4HB Protein disulfide-isomerase  7,59 7,59 18,7 4 
P60903 S100A10 Protein S100-A10  2 2 14,4 1 
P31949 S100A11 Protein S100-A11  2 2 10,5 1 
P06703 S100A6 Protein S100-A6  2 2 16,7 1 
Q5VTE0 EEF1AL3 Putative elongation factor 1-alpha-like 3  6,2 6,2 17,1 3 
P14618 PKM2 Pyruvate kinase isozymes M1/M2  18,01 18,01 40,3 10 
P35241 RDX Radixin 2 2 6 1 
P62834 RAP1A Ras-related protein Rap-1A  2 2 7,6 1 
Q6NW29 RWDD4A RWD domain-containing protein 4A  1,64 1,64 13,8 1 
P50454 SERPINH1 Serpin H1  6,01 6,01 25,6 3 
P02768 ALB Serum albumin  2,02 2,02 17,7 3 
P42224 STAT1 Signal transducer and activator of 
transcription 1-alpha/beta  
2,6 2,6 7,9 1 
P62318 SNRPD3 Small nuclear ribonucleoprotein Sm D3  2 2 31,8 1 
Q7KZF4 SND1 Staphylococcal nuclease domain-
containing protein 1  
6,42 6,42 18,4 4 
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P04179 SOD2 
Superoxide dismutase [Mn], 
mitochondrial  
2 2 15,3 1 
Q9Y490 TLN1 Talin-1  8 8 10,7 4 
P04216 THY1 Thy-1 membrane glycoprotein  4 4 24,2 2 
P61586 RHOA Transforming protein RhoA  2 2 17,6 1 
P51571 SSR4 Translocon-associated protein subunit 
delta  2 2 11 1 
P67936 TPM4 Tropomyosin alpha-4 chain  6,75 6,75 31,1 4 
P68363 TUBA1B Tubulin alpha-1B chain  24 24 41,7 14 
P07437 TUBB Tubulin beta chain  19,68 19,68 46,4 11 
Q13885 TUBB2A Tubulin beta-2A chain  15,98 15,98 38,4 10 
P68371 TUBB2C Tubulin beta-2C chain  14,89 14,89 42,9 8 
P62979 RPS27A Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a  2,3 2,3 24,4 1 
O75396 SEC22B Vesicle-trafficking protein SEC22b  2 2 18,1 1 
P08670 VIM Vimentin  81,76 81,76 87,1 48 
P18206 VCL Vinculin  5,29 5,29 20,3 3 
P62249 RPS16 40S ribosomal protein S16  10 10 47,3 5 
P62269 RPS18 40S ribosomal protein S18  4 4 15,8 2 
P39019 RPS19 40S ribosomal protein S19  2 2 33,1 1 
P62847 RPS24 40S ribosomal protein S24  2 2 9 1 
P62854 RPS26 40S ribosomal protein S26  2 2 50,4 1 
P62701 RPS4X 40S ribosomal protein S4, X isoform  7,82 7,82 29,7 4 
P46782 RPS5 40S ribosomal protein S5  2 2 28,4 1 
P62081 RPS7 40S ribosomal protein S7  8 8 29,9 4 
P62241 RPS8 40S ribosomal protein S8  6 6 43,8 3 
P46781 RPS9 40S ribosomal protein S9  8 8 13,9 5 
P05387 RPLP2 60S acidic ribosomal protein P2  2 2 16,5 1 
P62913 RPL11 60S ribosomal protein L11  2 2 7,9 1 
P30050 RPL12 60S ribosomal protein L12  4 4 10,9 2 
P61313 RPL15 60S ribosomal protein L15  2,03 2,03 21,6 1 
P18621 RPL17 60S ribosomal protein L17  2 2 22,3 1 
P46778 RPL21 60S ribosomal protein L21  2,04 2,04 23,8 1 
P83731 RPL24 60S ribosomal protein L24  3,42 3,42 46,5 2 
P61254 RPL26 60S ribosomal protein L26  2 2 7,6 1 
P46776 RPL27A 60S ribosomal protein L27a  2 2 8,8 1 
P39023 RPL3 60S ribosomal protein L3  2 2 10,2 1 
P42766 RPL35 60S ribosomal protein L35  2 2 31,7 1 
P18077 RPL35A 60S ribosomal protein L35a  2 2 19,1 1 
Q9Y3U8 RPL36 60S ribosomal protein L36  4 4 21,9 2 
P36578 RPL4 60S ribosomal protein L4  3,07 3,07 19,9 2 
Q02878 RPL6 60S ribosomal protein L6  10,97 10,97 38,9 5 
P18124 RPL7 60S ribosomal protein L7  6,02 6,02 29 3 
P62424 RPL7A 60S ribosomal protein L7a  4 4 25,6 2 
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Tabla – Anexo 1B. Proteínas específicamente identificadas en la IP+. Las proteínas 
marcadas con formato negrita fueron también identificadas en el control negativo. 
ID Proteína 
Protscore 
Total 
Protscore 
Unused 
Sequence 
Coverage 
(%) 
Péptidos  
(95 %) 
P11021 78 kDa glucose-regulated protein  22,93 22,93 30,3 11 
P60709 Actin, cytoplasmic 1  25,29 25,29 53,6 16 
Q9P1U1 Actin-related protein 3B  2 2 7,7 1 
O43707 Alpha-actinin-4  17,25 17,25 22,5 9 
P02511 Alpha-crystallin B chain  4 4 26,3 2 
P06733 Alpha-enolase  8 8 21 4 
P04083 Annexin A1  10 10 30,6 5 
P07355 Annexin A2  52,03 52,03 65,8 30 
P08758 Annexin A5  2 2 19,7 1 
P56134 ATP synthase subunit f, mitochondrial  2 2 13,8 1 
Q05682 Caldesmon  2 2 12,5 1 
P02452 Collagen alpha-1(I) chain  6 6 23,9 3 
P08123 Collagen alpha-2(I) chain  4 4 31,3 2 
Q86VP6 Cullin-associated NEDD8-dissociated protein 1  2 2 3,2 1 
P21291 Cysteine and glycine-rich protein 1  2 2 7,8 1 
Q07065 Cytoskeleton-associated protein 4  5,32 5,32 20,9 3 
O43175 D-3-phosphoglycerate dehydrogenase  2,03 2,03 16,5 1 
Q16555 Dihydropyrimidinase-related protein 2  2,37 2,37 18,9 1 
P26641 Elongation factor 1-gamma  6 6 11,4 3 
P13639 Elongation factor 2  14,35 14,35 21,1 7 
P14625 Endoplasmin  5,64 5,64 5,6 3 
P15311 Erzin 2 2 3,9 1 
P21333 Filamin-A  63,28 63,28 29,4 32 
P04075 Fructose-bisphosphate aldolase A  2,01 2,01 8,8 1 
P17931 Galectin-3  2 2 16,4 1 
P06396 Gelsolin  2 2 6,8 1 
P04406 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase  10,41 10,41 30,5 5 
P11216 Glycogen phosphorylase, brain form  2 2 8,3 1 
P62826 GTP-binding nuclear protein Ran  4 4 11,6 2 
P11142 Heat shock cognate 71 kDa protein  10,72 10,72 22,5 5 
P04792 Heat shock protein beta-1  6,02 6,02 26,3 3 
P08238 Heat shock protein HSP 90-beta  7,26 7,26 17,4 4 
P09651 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1  2 2 7 1 
P51991 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3  2 2 17,5 1 
P38159 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein G  2 2 20,2 1 
P61978 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K  2,02 2,02 16,2 1 
P22626 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1  5,46 5,46 18,7 3 
P49773 Histidine triad nucleotide-binding protein 1  2 2 11,1 1 
P22492 Histone H1t  2 2 12,1 1 
Q93077 Histone H2A type 1-C  2 12 54,6 6 
Q9BTM1 Histone H2A.J  12,05 12,05 63,6 6 
Q5QNW6 Histone H2B type 2-F  12,9 12,9 57,9 9 
P84243 Histone H3.3  3,52 3,52 32,4 3 
P62805 Histone H4  18 18 57,3 11 
P06314 Ig kappa chain V-IV region B17  2 2 6,7 1 
Q14974 Importin subunit beta-1  2 2 7,2 1 
Q96AG4 Leucine-rich repeat-containing protein 59  1,68 1,68 11,4 1 
P00338 L-lactate dehydrogenase A chain  3,24 3,24 10,5 2 
Q14764 Major vault protein  2 2 3,9 1 
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P26038 Moesin  10,09 10,09 29,5 5 
O14950 Myosin regulatory light chain 12B  2 2 13,4 1 
P35579 Myosin-9  12,16 12,16 17,4 7 
O43795 Myosin-Ib  2 2 6,6 1 
P19338 Nucleolin  4,03 4,03 14,2 2 
P22392 Nucleoside diphosphate kinase B  2,77 2,77 27,6 2 
P62937 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A  4,35 4,35 45,5 2 
P23284 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B  6 6 26,4 3 
Q06830 Peroxiredoxin-1  8 8 33,7 4 
P00558 Phosphoglycerate kinase 1  2 2 12,5 1 
Q6NZI2 Polymerase I and transcript release factor  4,04 4,04 15,1 2 
P02545 Prelamin-A/C  26,38 26,38 44,7 15 
P07737 Profilin-1  2 2 10 1 
P49721 Proteasome subunit beta type-2  1,68 1,68 11 1 
P30101 Protein disulfide-isomerase A3  4,31 4,31 17 2 
P07237 Protein disulfide-isomerase  7,59 7,59 18,7 4 
P60903 Protein S100-A10  2 2 14,4 1 
P31949 Protein S100-A11  2 2 10,5 1 
P06703 Protein S100-A6  2 2 16,7 1 
Q5VTE0 Putative elongation factor 1-alpha-like 3  6,2 6,2 17,1 3 
P14618 Pyruvate kinase isozymes M1/M2  18,01 18,01 40,3 10 
P35241 Radixin 2 2 6 1 
P62834 Ras-related protein Rap-1A  2 2 7,6 1 
Q6NW29 RWD domain-containing protein 4A  1,64 1,64 13,8 1 
P50454 Serpin H1  6,01 6,01 25,6 3 
P42224 
Signal transducer and activator of transcription 1-
alpha/beta  
2,6 2,6 7,9 1 
P62318 Small nuclear ribonucleoprotein Sm D3  2 2 31,8 1 
Q7KZF4 
Staphylococcal nuclease domain-containing 
protein 1  
6,42 6,42 18,4 4 
P04179 Superoxide dismutase [Mn], mitochondrial  2 2 15,3 1 
Q9Y490 Talin-1  8 8 10,7 4 
P04216 Thy-1 membrane glycoprotein  4 4 24,2 2 
P61586 Transforming protein RhoA  2 2 17,6 1 
P51571 Translocon-associated protein subunit delta  2 2 11 1 
P67936 Tropomyosin alpha-4 chain  6,75 6,75 31,1 4 
P68363 Tubulin alpha-1B chain  24 24 41,7 14 
P07437 Tubulin beta chain  19,68 19,68 46,4 11 
Q13885 Tubulin beta-2A chain  2,66 15,98 38,4 10 
P68371 Tubulin beta-2C chain  1,57 14,89 42,9 8 
P62979 Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a  2,3 2,3 24,4 1 
O75396 Vesicle-trafficking protein SEC22b  2 2 18,1 1 
P08670 Vimentin  81,76 81,76 87,1 48 
P18206 Vinculin  5,29 5,29 20,3 3 
P62249 40S ribosomal protein S16  10 10 47,3 5 
P62269 40S ribosomal protein S18  4 4 15,8 2 
P39019 40S ribosomal protein S19  2 2 33,1 1 
P62847 40S ribosomal protein S24  2 2 9 1 
P62854 40S ribosomal protein S26  2 2 50,4 1 
P62701 40S ribosomal protein S4, X isoform  7,82 7,82 29,7 4 
P46782 40S ribosomal protein S5  2 2 28,4 1 
P62081 40S ribosomal protein S7  8 8 29,9 4 
P62241 40S ribosomal protein S8  6 6 43,8 3 
P46781 40S ribosomal protein S9  8 8 13,9 5 
P05387 60S acidic ribosomal protein P2  2 2 16,5 1 
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P62913 60S ribosomal protein L11  2 2 7,9 1 
P30050 60S ribosomal protein L12  4 4 10,9 2 
P61313 60S ribosomal protein L15  2,03 2,03 21,6 1 
P18621 60S ribosomal protein L17  2 2 22,3 1 
P46778 60S ribosomal protein L21  2,04 2,04 23,8 1 
P83731 60S ribosomal protein L24  3,42 3,42 46,5 2 
P61254 60S ribosomal protein L26  2 2 7,6 1 
P46776 60S ribosomal protein L27a  2 2 8,8 1 
P39023 60S ribosomal protein L3  2 2 10,2 1 
P42766 60S ribosomal protein L35  2 2 31,7 1 
P18077 60S ribosomal protein L35a  2 2 19,1 1 
Q9Y3U8 60S ribosomal protein L36  4 4 21,9 2 
P36578 60S ribosomal protein L4  3,07 3,07 19,9 2 
Q02878 60S ribosomal protein L6  10,97 10,97 38,9 5 
P18124 60S ribosomal protein L7  6,02 6,02 29 3 
P62424 60S ribosomal protein L7a  4 4 25,6 2 
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Tabla – Anexo 1C. Proteínas identificadas en la IP+ y IP-, con un mayor número de 
péptidos en la IP+, en condrocitos aislados de cartílago articular de donantes sanos. A 
la derecha se muestra la diferencia del número de péptidos entre ambas IPs (IP+ e IP-
). 
ID Proteína 
Protscore 
Total 
Protscore 
Unused 
Sequence 
Coverage (%) 
 Péptidos 
(95 %) 
Diferencia de 
péptidos 
P60709 Actin, cytoplasmic 1 25,29 25,29 53,6 16 12 
P07355 Annexin A2  52,03 52,03 65,8 30 29 
Q5QNW6 Histone H2B type 2-F  12,9 12,9 57,9 9 6 
P62805 Histone H4  18 18 57,3 11 9 
P02545 Prelamin-A/C  26,38 26,38 44,7 15 13 
P08670 Vimentin  81,76 81,76 87,1 48 23 
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Tabla – Anexo 2. Lista de proteínas identificadas utilizando cromatografía HPLC 
acoplada a espectrometría de masas en las IPs realizadas sin anticuerpo, IP- (control 
negativo). En formato negrita se indican las proteínas que también se han identificado 
en las IP+. 
ID Gen Proteína 
Protscor
e Total 
Protscor
e 
Unused 
Sequenc
e 
Coverage 
(%) 
 
Péptido
s (95 %) 
P08670 VIM Vimentin  40,69 40,69 59,7 25 
P02768 ALB Serum albumin  12,41 12,41 18,1 12 
P09211 GST Glutathione S-transferase P  16,01 16,01 38,1 10 
P12111 COL6A3 Collagen alpha-3(VI) chain  10,37 10,37 5,1 5 
P60709 ACTB Actin, cytoplasmic 1  7,46 7,46 24,3 4 
Q16778 HIST2H2BE Histone H2B type 2-E  5,77 5,77 50,8 3 
P04264 KRT1 Keratin, type II cytoskeletal 1  6,97 6,97 25,9 3 
P35908 KRT2 Keratin, type II cytoskeletal 2 epidermal  5,19 5,21 16,7 3 
P62805 HIST1H4A Histone H4  4,21 4,21 44,7 2 
P13645 KRT10 Keratin, type I cytoskeletal 10  4,07 4,07 15,2 2 
P02545 LMNA Prelamin-A/C  4,42 4,42 15,7 2 
Q9BQE
3 
TUBA1C Tubulin alpha-1C chain 4 4 10,5 2 
P16112 ACAN Aggrecan core protein  2,89 2,89 2,9 1 
P07355 ANXA2 Annexin A2  2,15 2,15 19,5 1 
P12109 COL6A1 Collagen alpha-1(VI) chain  2 2 5,2 1 
Q00839 HNRN 
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 
U  
2 2 5,2 1 
Q6FI13 
HIST2H2AA
3 
Histone H2A type 2-A  2 2 36,9 1 
Q71DI3 HIST2H3A Histone H3.2  2 2 14,7 1 
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Tabla – Anexo 3A. Proteínas que interaccionan con la Cx43 identificadas en pacientes 
con OA grado I. 
ID Gen Proteína 
Protscore 
Total 
Protscore 
Unused 
Sequence 
Coverage 
(%) 
Péptidos 
(95%) 
P11021 HSPA5 78 kDa glucose-regulated protein  6,14 6,14 53,4 3 
P63261 ACTG1 Actin, cytoplasmic 2  31,39 31,39 72 26 
P59998 ARPC4 
Actin-related protein 2/3 complex subunit 
4  
4,97 4,97 50,6 3 
P61158 ACTR3 Actin-related protein 3  1,83 1,83 26,8 1 
P16112 ACAN Aggrecan core protein  4,21 4,21 12 2 
P12814 ACTN1 Alpha-actinin-1  8,11 8,11 37,9 4 
P02511 CRYAB Alpha-crystallin B chain  13,73 13,73 65,7 7 
P06733 ENO1 Alpha-enolase  26,89 26,89 65 13 
P04083 ANXA1 Annexin A1  10,87 10,87 47,4 6 
P07355 ANXA2 Annexin A2  54,59 54,59 84,4 40 
P08758 ANXA5 Annexin A5  2,05 2,05 32,8 1 
Q08211 DHX9 ATP-dependent RNA helicase A  1,63 1,63 28,1 1 
Q05682 CALD1 Caldesmon  2,02 2,02 38 1 
Q00610 CLTC Clathrin heavy chain 1  43,3 43,3 44,8 21 
P53621 COPA Coatomer subunit alpha  2 2 28,8 1 
P12109 COL6A1 Collagen alpha-1(VI) chain  21,28 21,28 57,1 12 
Q99715 COL12A1 Collagen alpha-1(XII) chain  23,48 23,48 41,2 11 
P12110 COL6A2 Collagen alpha-2(VI) chain  14,25 14,25 56,1 11 
P12111 COL6A3 Collagen alpha-3(VI) chain  95,44 95,44 53,9 54 
Q86VP6 CAND1 
Cullin-associated NEDD8-dissociated 
protein 1  
2,91 2,91 21,1 2 
P52943 CRIP2 Cysteine-rich protein 2  2,61 2,61 44,7 2 
Q07065 CKAP4 Cytoskeleton-associated protein 4  8,36 8,36 50,2 4 
O43175 PHGDH D-3-phosphoglycerate dehydrogenase  2 2 24 1 
P60981 DSTN Destrin  2,14 2,14 44,2 1 
P04843 RPN1 
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--
protein glycosyltransferase subunit 1  
2 2 26,4 1 
Q9NZN4 EHD2 EH domain-containing protein 2  2,19 2,19 29,7 1 
Q05639 EEF1A2 Elongation factor 1-alpha 2  4 4 31,8 3 
P29692 EEF1D Elongation factor 1-delta  2 2 30,6 1 
P26641 EEF1G Elongation factor 1-gamma  4,05 4,05 27,2 2 
P13639 EEF2 Elongation factor 2  9,2 9,2 35,9 5 
P14625 HSP90B1 Endoplasmin  3,82 3,82 31,1 2 
Q9GZV4 EIF5A2 
Eukaryotic translation initiation factor 5A-
2  
2 2 40,5 1 
Q9BSJ8 ESYT1 Extended synaptotagmin-1  4 4 21,1 2 
P49327 FASN Fatty acid synthase  4,14 4,14 27,2 2 
P21333 FLNA Filamin-A  45,09 45,09 49,3 23 
P51114 FXR1 
Fragile X mental retardation syndrome-
related protein 1  
2 2 23,4 1 
P04075 ALDOA Fructose-bisphosphate aldolase A  2,1 2,1 43,7 1 
P06396 GSN Gelsolin  2 2 17,4 1 
P09211 GSTP1 Glutathione S-transferase P  17,18 17,18 59,5 13 
P04406 GAPDH 
Glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase  
4,04 4,04 42,4 2 
P11216 PYGB Glycogen phosphorylase, brain form  2,95 2,95 31 2 
P62826 RAN GTP-binding nuclear protein Ran  2,01 2,01 34,7 1 
P11142 HSPA8 Heat shock cognate 71 kDa protein  3,04 3,04 35,8 2 
P04792 HSPB1 Heat shock protein beta-1  4,05 4,05 60 4 
P08238 HSP90AB1 Heat shock protein HSP 90-beta  2,81 2,81 28 2 
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P09651 HNRNPA1 
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 
A1  
2,46 2,46 25 2 
P38159 RBMX 
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 
G  
2 2 52,9 1 
P61978 HNRNPK 
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 
K  
4 4 45,1 2 
Q00839 HNRNPU 
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 
U  
4,39 4,39 40,5 2 
P22626 HNRNPA2B1 
Heterogeneous nuclear 
ribonucleoproteins A2/B1  
2 2 56,7 1 
P07910 HNRNPC 
Heterogeneous nuclear 
ribonucleoproteins C1/C2  
3,91 3,91 34,3 2 
P22492 HIST1H1T Histone H1t  2 2 50,7 1 
Q93077 HIST1H2AC Histone H2A type 1-C  2,58 18,12 76,9 13 
Q6FI13 HIST2H2AA3 Histone H2A type 2-A  20,17 20,17 86,9 14 
P33778 HIST1H2BB Histone H2B type 1-B  2,24 18,63 86,5 14 
Q99879 HIST1H2BM Histone H2B type 1-M  22,53 22,53 98,4 16 
P84243 H3F3A Histone H3.3  9,61 9,61 79,4 8 
P62805 HIST1H4A Histone H4  22,4 22,4 78,6 18 
P01834 IGKC Ig kappa chain C region  2,65 2,65 32,1 2 
P06756 ITGAV Integrin alpha-V  2,03 2,03 20,9 1 
P05556 ITGB1 Integrin beta-1  2 2 18,9 1 
P41252 IARS Isoleucyl-tRNA synthetase, cytoplasmic  3,41 3,41 20,2 2 
P13645 KRT10 Keratin, type I cytoskeletal 10  18,09 18,09 42,1 12 
P35527 KRT9 Keratin, type I cytoskeletal 9  2,03 2,03 33,4 1 
P04264 KRT1 Keratin, type II cytoskeletal 1  46,42 46,42 73,8 29 
P35908 KRT2 Keratin, type II cytoskeletal 2 epidermal  14,65 21,16 46,6 12 
P00338 LDHA L-lactate dehydrogenase A chain  10 10 41 5 
P14174 MIF Macrophage migration inhibitory factor  2 2 23,5 1 
P43243 MATR3 Matrin-3  2,05 2,05 27,4 1 
P26038 MSN Moesin  10,02 10,02 59,1 6 
Q9NZM1 MYOF Myoferlin  4,03 4,03 24,3 2 
P60660 MYL6 Myosin light polypeptide 6  6,02 6,02 61,6 5 
P19105 MYL12A Myosin regulatory light chain 12A  4 4 17,5 2 
P35580 MYH10 Myosin-10  2,15 11,36 46,5 7 
P35579 MYH9 Myosin-9  53,4 53,4 61,8 31 
O43795 MYO1B Myosin-Ib  2 2,01 31,7 1 
O00159 MYO1C Myosin-Ic  4,47 4,47 45,3 2 
O94832 MYO1D Myosin-Id  1,51 1,51 29,6 1 
Q09666 AHNAK 
Neuroblast differentiation-associated 
protein AHNAK  
2,12 2,12 41,6 1 
P19338 NCL Nucleolin  2,84 2,84 25,2 2 
P06748 NPM1 Nucleophosmin  1,87 1,87 36,7 1 
P22392 NME2 Nucleoside diphosphate kinase B  3,27 3,27 63,2 2 
P62937 PPIA Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A  4,13 4,13 69,1 3 
P23284 PPIB Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B  4 4 37,5 2 
Q06830 PRDX1 Peroxiredoxin-1  8 8 47,7 5 
P32119 PRDX2 Peroxiredoxin-2  4,18 6,21 38,9 3 
Q13162 PRDX4 Peroxiredoxin-4  2 4 18,5 4 
P00558 PGK1 Phosphoglycerate kinase 1  5,39 5,39 53 3 
Q15149 PLEC Plectin  12,72 12,72 49,6 8 
Q6NZI2 PTRF Polymerase I and transcript release factor  4 4 32,3 2 
P26599 PTBP1 Polypyrimidine tract-binding protein 1  4,03 4,03 31,8 2 
P02545 LMNA Prelamin-A/C  39,97 39,97 82,7 21 
P07737 PFN1 Profilin-1  2 2 22,9 1 
P13674 P4HA1 Prolyl 4-hydroxylase subunit alpha-1  2 2 17,4 1 
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P49721 PSMB2 Proteasome subunit beta type-2  1,74 1,74 21,9 1 
Q13015 MLLT11 Protein AF1q  2 2 38,9 1 
P07237 P4HB Protein disulfide-isomerase  3,84 3,84 39 3 
Q9Y6V0 PCLO Protein piccolo  1,81 1,81 19,2 1 
O94979 SEC31A Protein transport protein Sec31A  2,01 2,01 16,7 1 
P14618 PKM2 Pyruvate kinase isozymes M1/M2  18,87 18,87 64 11 
P35241 RDX Radixin 3,07 3,07 11,2 2 
P46940 IQGAP1 
Ras GTPase-activating-like protein 
IQGAP1  
6,45 6,45 28,2 3 
A6NIZ1  Ras-related protein Rap-1b-like protein  3,89 3,89 29,4 2 
Q9P2E9 RRBP1 Ribosome-binding protein 1  12,11 12,11 46,9 7 
Q15019 SEPT2 Septin-2  2 2 21,3 1 
P84103 SRSF3 Serine/arginine-rich splicing factor 3  1,77 1,77 63,4 1 
P50454 SERPINH1 Serpin H1  6 6 40,7 3 
P02768 ALB Serum albumin  16,07 16,07 44 17 
Q13435 SF3B2 Splicing factor 3B subunit 2  1,52 1,52 34,3 1 
Q7KZF4 SND1 
Staphylococcal nuclease domain-
containing protein 1  
1,48 1,48 32,9 1 
Q9Y490 TLN1 Talin-1  15,6 15,6 44 8 
Q15582 TGFBI 
Transforming growth factor-beta-induced 
protein ig-h3  
2,32 2,32 19,8 1 
P51571 SSR4 
Translocon-associated protein subunit 
delta  
1,36 1,36 30,6 1 
P67936 TPM4 Tropomyosin alpha-4 chain  5,82 5,82 54 3 
Q9BQE3 TUBA1C Tubulin alpha-1C chain  22,06 22,06 68,6 14 
P07437 TUBB Tubulin beta chain  23,03 23,03 60,6 16 
Q13885 TUBB2A Tubulin beta-2A chain  5 22,7 51,2 15 
P62987 UBA52 Ubiquitin-60S ribosomal protein L40  8,11 8,11 71,1 4 
P26640 VARS Valyl-tRNA synthetase  2,75 2,75 21,3 2 
Q00341 HDLBP Vigilin  3,84 3,84 34,6 2 
P08670 VIM Vimentin  124,3 124,3 100 158 
P18206 VCL Vinculin  4,32 4,32 40,5 2 
Q04446 GBE1 1,4-alpha-glucan-branching enzyme  2 2 13 1 
P63104 YWHAZ 14-3-3 protein zeta/delta  4 4 28,2 2 
P62280 RPS11 40S ribosomal protein S11  8,01 8,01 74,7 4 
P62277 RPS13 40S ribosomal protein S13  9,38 9,38 64,2 6 
P62249 RPS16 40S ribosomal protein S16  10,47 10,47 83,6 5 
P08708 RPS17 40S ribosomal protein S17  2 2 20 1 
P62269 RPS18 40S ribosomal protein S18  4,01 4,01 61,8 2 
P62847 RPS24 40S ribosomal protein S24  2 2 27,8 1 
P62851 RPS25 40S ribosomal protein S25  2 2 40,8 1 
P61247 RPS3A 40S ribosomal protein S3a  2,25 2,25 43,9 1 
P62701 RPS4X 40S ribosomal protein S4, X isoform  8,01 8,01 59,3 4 
P46782 RPS5 40S ribosomal protein S5  2,2 2,2 41,7 1 
P62081 RPS7 40S ribosomal protein S7  4,28 4,28 54,1 2 
P62241 RPS8 40S ribosomal protein S8  8 8 69,2 5 
P46781 RPS9 40S ribosomal protein S9  9,68 9,68 56,2 6 
P62906 RPL10A 60S ribosomal protein L10a  2 2 24,4 1 
Q96L21 RPL10L 60S ribosomal protein L10-like  4 4 59,8 2 
P62913 RPL11 60S ribosomal protein L11  2 2 26,4 1 
P30050 RPL12 60S ribosomal protein L12  2,01 2,01 35,2 1 
P26373 RPL13 60S ribosomal protein L13  6,7 6,7 71,6 3 
P50914 RPL14 60S ribosomal protein L14  2,01 2,01 30,2 1 
Q02543 RPL18A 60S ribosomal protein L18a  6,66 6,66 53,4 3 
P35268 RPL22 60S ribosomal protein L22  1,42 1,42 46,1 1 
P62750 RPL23A 60S ribosomal protein L23a  2 2 46,8 1 
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P83731 RPL24 60S ribosomal protein L24  4,01 4,01 68,8 3 
P61353 RPL27 60S ribosomal protein L27  2 2 41,9 1 
P39023 RPL3 60S ribosomal protein L3  2 2 23,1 1 
P62888 RPL30 60S ribosomal protein L30  3,77 3,77 53,9 2 
P42766 RPL35 60S ribosomal protein L35  4 4 52 3 
P63173 RPL38 60S ribosomal protein L38  2 2 21,4 1 
P36578 RPL4 60S ribosomal protein L4  4,01 4,01 70,5 2 
Q02878 RPL6 60S ribosomal protein L6  8,02 8,02 57,6 4 
P18124 RPL7 60S ribosomal protein L7  14,18 14,18 79,8 9 
P62424 RPL7A 60S ribosomal protein L7a  2,55 2,55 39,1 1 
P32969 RPL9 60S ribosomal protein L9  2 2 30,2 1 
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Tabla – Anexo 3B. Proteínas específicamente identificadas en la IP+ en condrocitos 
aislados de cartílago articular de pacientes con OA grado I. Las proteínas marcadas con 
formato negrita también se dentificaron en el control negativo. 
ID Proteína 
Protscore 
Total 
Protscore 
Unused 
Sequence 
Coverage 
(%) 
Péptidos 
(95 %) 
P11021 78 kDa glucose-regulated protein  6,14 6,14 53,4 3 
P63261 Actin, cytoplasmic 2  31,39 31,39 72 26 
P59998 Actin-related protein 2/3 complex subunit 4  4,97 4,97 50,6 3 
P61158 Actin-related protein 3  1,83 1,83 26,8 1 
P12814 Alpha-actinin-1  8,11 8,11 37,9 4 
P02511 Alpha-crystallin B chain  13,73 13,73 65,7 7 
P06733 Alpha-enolase  26,89 26,89 65 13 
P04083 Annexin A1  10,87 10,87 47,4 6 
P07355 Annexin A2  54,59 54,59 84,4 40 
P08758 Annexin A5  2,05 2,05 32,8 1 
Q08211 ATP-dependent RNA helicase A  1,63 1,63 28,1 1 
Q05682 Caldesmon  2,02 2,02 38 1 
Q00610 Clathrin heavy chain 1  43,3 43,3 44,8 21 
P53621 Coatomer subunit alpha  2 2 28,8 1 
P12109 Collagen alpha-1(VI) chain  21,28 21,28 57,1 12 
Q99715 Collagen alpha-1(XII) chain  23,48 23,48 41,2 11 
P12110 Collagen alpha-2(VI) chain  14,25 14,25 56,1 11 
P12111 Collagen alpha-3(VI) chain  95,44 95,44 53,9 54 
Q86VP6 Cullin-associated NEDD8-dissociated protein 1  2,91 2,91 21,1 2 
P52943 Cysteine-rich protein 2  2,61 2,61 44,7 2 
Q07065 Cytoskeleton-associated protein 4  8,36 8,36 50,2 4 
O43175 D-3-phosphoglycerate dehydrogenase  2 2 24 1 
P60981 Destrin  2,14 2,14 44,2 1 
P04843 
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein 
glycosyltransferase subunit 1  
2 2 26,4 1 
Q9NZN4 EH domain-containing protein 2  2,19 2,19 29,7 1 
Q05639 Elongation factor 1-alpha 2  4 4 31,8 3 
P29692 Elongation factor 1-delta  2 2 30,6 1 
P26641 Elongation factor 1-gamma  4,05 4,05 27,2 2 
P13639 Elongation factor 2  9,2 9,2 35,9 5 
P14625 Endoplasmin  3,82 3,82 31,1 2 
Q9GZV4 Eukaryotic translation initiation factor 5A-2  2 2 40,5 1 
Q9BSJ8 Extended synaptotagmin-1  4 4 21,1 2 
P49327 Fatty acid synthase  4,14 4,14 27,2 2 
P21333 Filamin-A  45,09 45,09 49,3 23 
P51114 Fragile X mental retardation syndrome-related protein 1  2 2 23,4 1 
P04075 Fructose-bisphosphate aldolase A  2,1 2,1 43,7 1 
P06396 Gelsolin  2 2 17,4 1 
P09211 Glutathione S-transferase P  17,18 17,18 59,5 13 
P04406 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase  4,04 4,04 42,4 2 
P11216 Glycogen phosphorylase, brain form  2,95 2,95 31 2 
P62826 GTP-binding nuclear protein Ran  2,01 2,01 34,7 1 
P11142 Heat shock cognate 71 kDa protein  3,04 3,04 35,8 2 
P04792 Heat shock protein beta-1  4,05 4,05 60 4 
P08238 Heat shock protein HSP 90-beta  2,79 2,81 28 2 
P09651 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1  2,46 2,46 25 2 
P38159 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein G  2 2 52,9 1 
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P61978 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K  4 4 45,1 2 
P22626 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1  2 2 56,7 1 
P07910 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins C1/C2  3,91 3,91 34,3 2 
P22492 Histone H1t  2 2 50,7 1 
Q93077 Histone H2A type 1-C  2,58 18,12 76,9 13 
Q6FI13 Histone H2A type 2-A  20,17 20,17 86,9 14 
P33778 Histone H2B type 1-B  2,24 18,63 86,5 14 
Q99879 Histone H2B type 1-M  22,53 22,53 98,4 16 
P84243 Histone H3.3  9,61 9,61 79,4 8 
P62805 Histone H4  22,4 22,4 78,6 18 
P01834 Ig kappa chain C region  2,65 2,65 32,1 2 
P06756 Integrin alpha-V  2,03 2,03 20,9 1 
P05556 Integrin beta-1  2 2 18,9 1 
P41252 Isoleucyl-tRNA synthetase, cytoplasmic  3,41 3,41 20,2 2 
P35527 Keratin, type I cytoskeletal 9  2,03 2,03 33,4 1 
P04264 Keratin, type II cytoskeletal 1  46,42 46,42 73,8 29 
P35908 Keratin, type II cytoskeletal 2 epidermal  14,65 21,16 46,6 12 
P00338 L-lactate dehydrogenase A chain  10 10 41 5 
P14174 Macrophage migration inhibitory factor  2 2 23,5 1 
P43243 Matrin-3  2,05 2,05 27,4 1 
P26038 Moesin  10,02 10,02 59,1 6 
Q9NZM1 Myoferlin  4,03 4,03 24,3 2 
P60660 Myosin light polypeptide 6  6,02 6,02 61,6 5 
P19105 Myosin regulatory light chain 12A  4 4 17,5 2 
P35580 Myosin-10  2,15 11,36 46,5 7 
P35579 Myosin-9  53,4 53,4 61,8 31 
O43795 Myosin-Ib  2 2,01 31,7 1 
O00159 Myosin-Ic  4,47 4,47 45,3 2 
O94832 Myosin-Id  1,51 1,51 29,6 1 
Q09666 Neuroblast differentiation-associated protein AHNAK  2,12 2,12 41,6 1 
P19338 Nucleolin  2,84 2,84 25,2 2 
P06748 Nucleophosmin  1,87 1,87 36,7 1 
P22392 Nucleoside diphosphate kinase B  3,27 3,27 63,2 2 
P62937 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A  4,13 4,13 69,1 3 
P23284 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B  4 4 37,5 2 
Q06830 Peroxiredoxin-1  8 8 47,7 5 
P32119 Peroxiredoxin-2  4,18 6,21 38,9 3 
Q13162 Peroxiredoxin-4  2 4 18,5 4 
P00558 Phosphoglycerate kinase 1  5,39 5,39 53 3 
Q15149 Plectin  12,72 12,72 49,6 8 
Q6NZI2 Polymerase I and transcript release factor  4 4 32,3 2 
P26599 Polypyrimidine tract-binding protein 1  4,03 4,03 31,8 2 
P02545 Prelamin-A/C  39,97 39,97 82,7 21 
P07737 Profilin-1  2 2 22,9 1 
P13674 Prolyl 4-hydroxylase subunit alpha-1  2 2 17,4 1 
P49721 Proteasome subunit beta type-2  1,74 1,74 21,9 1 
Q13015 Protein AF1q  2 2 38,9 1 
P07237 Protein disulfide-isomerase  3,84 3,84 39 3 
Q9Y6V0 Protein piccolo  1,81 1,81 19,2 1 
O94979 Protein transport protein Sec31A  2,01 2,01 16,7 1 
P14618 Pyruvate kinase isozymes M1/M2  18,87 18,87 64 11 
P35241 Radixin 3,07 3,07 11,2 2 
P46940 Ras GTPase-activating-like protein IQGAP1  6,45 6,45 28,2 3 
A6NIZ1 Ras-related protein Rap-1b-like protein  3,89 3,89 29,4 2 
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Q9P2E9 Ribosome-binding protein 1  12,11 12,11 46,9 7 
Q15019 Septin-2  2 2 21,3 1 
P84103 Serine/arginine-rich splicing factor 3  1,77 1,77 63,4 1 
P50454 Serpin H1  6 6 40,7 3 
Q13435 Splicing factor 3B subunit 2  1,52 1,52 34,3 1 
Q7KZF4 Staphylococcal nuclease domain-containing protein 1  1,48 1,48 32,9 1 
Q9Y490 Talin-1  15,6 15,6 44 8 
Q15582 Transforming growth factor-beta-induced protein ig-h3  2,32 2,32 19,8 1 
P51571 Translocon-associated protein subunit delta  1,36 1,36 30,6 1 
P67936 Tropomyosin alpha-4 chain  5,82 5,82 54 3 
Q9BQE3 Tubulin alpha-1C chain  22,06 22,06 68,6 14 
P07437 Tubulin beta chain  23,03 23,03 60,6 16 
Q13885 Tubulin beta-2A chain  5 22,7 51,2 15 
P62987 Ubiquitin-60S ribosomal protein L40  8,11 8,11 71,1 4 
P26640 Valyl-tRNA synthetase  2,75 2,75 21,3 2 
Q00341 Vigilin  3,84 3,84 34,6 2 
P08670 Vimentin  124,3 124,3 100 158 
P18206 Vinculin  4,32 4,32 40,5 2 
Q04446 1,4-alpha-glucan-branching enzyme  2 2 13 1 
P63104 14-3-3 protein zeta/delta  4 4 28,2 2 
P62280 40S ribosomal protein S11  8,01 8,01 74,7 4 
P62277 40S ribosomal protein S13  9,38 9,38 64,2 6 
P62249 40S ribosomal protein S16  10,47 10,47 83,6 5 
P08708 40S ribosomal protein S17  2 2 20 1 
P62269 40S ribosomal protein S18  4,01 4,01 61,8 2 
P62847 40S ribosomal protein S24  2 2 27,8 1 
P62851 40S ribosomal protein S25  2 2 40,8 1 
P61247 40S ribosomal protein S3a  2,25 2,25 43,9 1 
P62701 40S ribosomal protein S4, X isoform  8,01 8,01 59,3 4 
P46782 40S ribosomal protein S5  2,2 2,2 41,7 1 
P62081 40S ribosomal protein S7  4,28 4,28 54,1 2 
P62241 40S ribosomal protein S8  8 8 69,2 5 
P46781 40S ribosomal protein S9  9,68 9,68 56,2 6 
P62906 60S ribosomal protein L10a  2 2 24,4 1 
Q96L21 60S ribosomal protein L10-like  4 4 59,8 2 
P62913 60S ribosomal protein L11  2 2 26,4 1 
P30050 60S ribosomal protein L12  2,01 2,01 35,2 1 
P26373 60S ribosomal protein L13  6,7 6,7 71,6 3 
P50914 60S ribosomal protein L14  2,01 2,01 30,2 1 
Q02543 60S ribosomal protein L18a  6,66 6,66 53,4 3 
P35268 60S ribosomal protein L22  1,42 1,42 46,1 1 
P62750 60S ribosomal protein L23a  2 2 46,8 1 
P83731 60S ribosomal protein L24  4,01 4,01 68,8 3 
P61353 60S ribosomal protein L27  2 2 41,9 1 
P39023 60S ribosomal protein L3  2 2 23,1 1 
P62888 60S ribosomal protein L30  3,77 3,77 53,9 2 
P42766 60S ribosomal protein L35  4 4 52 3 
P63173 60S ribosomal protein L38  2 2 21,4 1 
P36578 60S ribosomal protein L4  4,01 4,01 70,5 2 
Q02878 60S ribosomal protein L6  8,02 8,02 57,6 4 
P18124 60S ribosomal protein L7  14,18 14,18 79,8 9 
P62424 60S ribosomal protein L7a  2,55 2,55 39,1 1 
P32969 60S ribosomal protein L9  2 2 30,2 1 
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Tabla – Anexo 3C. Proteínas identificadas en la IP+ y IP-, con un mayor número de 
péptidos en la IP+, en condrocitos aislados de cartílago articular OA grado I. A la derecha 
se muestra la diferencia del número de péptidos entre las IPs (IP+ e IP-). 
ID Proteína 
Protscore 
 Total 
Protscore 
Unused 
Sequence 
Coverage 
(%) 
 Péptidos  
(95 %) 
Diferencia 
de péptidos 
P08670 Vimentin  124,3 124,3 100 158 133 
Q9BQE3 Tubulin alpha-1C chain  22,06 22,06 68,6 14 12 
P02545 Prelamin-A/C  39,97 39,97 82,7 21 19 
P04264 Keratin, type II cytoskeletal 1  46,42 46,42 73,8 29 26 
P35908 Keratin, type II cytoskeletal 2 epidermal  14,65 21,16 46,6 12 9 
P62805 Histone H4  22,4 22,4 78,6 18 16 
Q6FI13 Histone H2A type 2-A  20,17 20,17 86,9 14 13 
P09211 Glutathione S-transferase P  17,18 17,18 59,5 13 3 
P12111 Collagen alpha-3(VI) chain  95,44 95,44 53,9 54 49 
P12109 Collagen alpha-1(VI) chain  21,28 21,28 57,1 12 11 
P07355 Annexin A2  54,59 54,59 84,4 40 39 
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Tabla – Anexo 3D. Lista de proteínas identificas exclusivamente en pacientes OA grado 
I (Tabla – Anexo 3A) frente a las proteínas identificadas en donantes sanos (Tabla - 
Anexo 1A). El formato negrita indica aquellas proteínas que también se identificaron en 
la IP-. 
ID Proteína 
Protscore 
Total 
Protscore 
Unused 
Sequence 
Coverage 
(%) 
Péptidos 
(95 %) 
P63261 Actin, cytoplasmic 2  31,39 31,39 72 26 
P12814 Alpha-actinin-1  8,11 8,11 37,9 4 
P61158 Actin-related protein 3  1,83 1,83 26,8 1 
Q13015 Protein AF1q  2 2 38,9 1 
Q09666 Neuroblast differentiation-associated protein AHNAK  2,12 2,12 41,6 1 
P59998 Actin-related protein 2/3 complex subunit 4  4,97 4,97 50,6 3 
Q15582 
Transforming growth factor-beta-induced protein ig-
h3  
2,32 2,32 19,8 1 
Q00610 Clathrin heavy chain 1  43,3 43,3 44,8 21 
Q99715 Collagen alpha-1(XII) chain  23,48 23,48 41,2 11 
P12109 Collagen alpha-1(VI) chain  21,28 21,28 57,1 12 
P12110 Collagen alpha-2(VI) chain  14,25 14,25 56,1 11 
P12111 Collagen alpha-3(VI) chain  95,44 95,44 53,9 54 
P53621 Coatomer subunit alpha  2 2 28,8 1 
P52943 Cysteine-rich protein 2  2,61 2,61 44,7 2 
P60981 Destrin  2,14 2,14 44,2 1 
Q08211 ATP-dependent RNA helicase A  1,63 1,63 28,1 1 
Q05639 Elongation factor 1-alpha 2  4 4 31,8 3 
P29692 Elongation factor 1-delta  2 2 30,6 1 
Q9NZN4 EH domain-containing protein 2  2,19 2,19 29,7 1 
Q9BSJ8 Extended synaptotagmin-1  4 4 21,1 2 
P49327 Fatty acid synthase  4,14 4,14 27,2 2 
P51114 
Fragile X mental retardation syndrome-related 
protein 1  
2 2 23,4 1 
Q04446 1,4-alpha-glucan-branching enzyme  2 2 13 1 
P09211 Glutathione S-transferase P  17,18 17,18 59,5 13 
Q6FI13 Histone H2A type 2-A  20,17 20,17 86,9 14 
P33778 Histone H2B type 1-B  2,24 18,63 86,5 14 
Q99879 Histone H2B type 1-M  22,53 22,53 98,4 16 
P07910 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins C1/C2  3,91 3,91 34,3 2 
Q9GZV4 Eukaryotic translation initiation factor 5A-2  2 2 40,5 1 
P01834 Ig kappa chain C region  2,65 2,65 32,1 2 
P46940 Ras GTPase-activating-like protein IQGAP1  6,45 6,45 28,2 3 
P06756 Integrin alpha-V  2,03 2,03 20,9 1 
P05556 Integrin beta-1  2 2 18,9 1 
P35527 Keratin, type I cytoskeletal 9  2,03 2,03 33,4 1 
P35908 Keratin, type II cytoskeletal 2 epidermal  14,65 21,16 46,6 12 
P04264 Keratin, type II cytoskeletal 1  46,42 46,42 73,8 29 
P43243 Matrin-3  2,05 2,05 27,4 1 
P14174 Macrophage migration inhibitory factor  2 2 23,5 1 
P19105 Myosin regulatory light chain 12A  4 4 17,5 2 
P35580 Myosin-10  2,15 11,36 46,5 7 
P60660 Myosin light polypeptide 6  6,02 6,02 61,6 5 
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O00159 Myosin-Ic  4,47 4,47 45,3 2 
O94832 Myosin-Id  1,51 1,51 29,6 1 
Q9NZM1 Myoferlin  4,03 4,03 24,3 2 
P06748 Nucleophosmin  1,87 1,87 36,7 1 
P13674 Prolyl 4-hydroxylase subunit alpha-1  2 2 17,4 1 
Q9Y6V0 Protein piccolo  1,81 1,81 19,2 1 
Q15149 Plectin  12,72 12,72 49,6 8 
P32119 Peroxiredoxin-2  4,18 6,21 38,9 3 
Q13162 Peroxiredoxin-4  2 4 18,5 4 
P26599 Polypyrimidine tract-binding protein 1  4,03 4,03 31,8 2 
P62906 60S ribosomal protein L10a  2 2 24,4 1 
Q96L21 60S ribosomal protein L10-like  4 4 59,8 2 
P26373 60S ribosomal protein L13  6,7 6,7 71,6 3 
P50914 60S ribosomal protein L14  2,01 2,01 30,2 1 
Q02543 60S ribosomal protein L18a  6,66 6,66 53,4 3 
P35268 60S ribosomal protein L22  1,42 1,42 46,1 1 
P62750 60S ribosomal protein L23a  2 2 46,8 1 
P61353 60S ribosomal protein L27  2 2 41,9 1 
P62888 60S ribosomal protein L30  3,77 3,77 53,9 2 
P63173 60S ribosomal protein L38  2 2 21,4 1 
P62987 Ubiquitin-60S ribosomal protein L40  8,11 8,11 71,1 4 
P32969 60S ribosomal protein L9  2 2 30,2 1 
A6NIZ1 Ras-related protein Rap-1b-like protein  3,89 3,89 29,4 2 
P04843 
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein 
glycosyltransferase subunit 1  
2 2 26,4 1 
Q9P2E9 Ribosome-binding protein 1  12,11 12,11 46,9 7 
P62280 40S ribosomal protein S11  8,01 8,01 74,7 4 
P62277 40S ribosomal protein S13  9,38 9,38 64,2 6 
P08708 40S ribosomal protein S17  2 2 20 1 
P62851 40S ribosomal protein S25  2 2 40,8 1 
P61247 40S ribosomal protein S3a  2,25 2,25 43,9 1 
O94979 Protein transport protein Sec31A  2,01 2,01 16,7 1 
Q15019 Septin-2  2 2 21,3 1 
Q13435 Splicing factor 3B subunit 2  1,52 1,52 34,3 1 
P84103 Serine/arginine-rich splicing factor 3  1,77 1,77 63,4 1 
P41252 Isoleucyl-tRNA synthetase, cytoplasmic  3,41 3,41 20,2 2 
P26640 Valyl-tRNA synthetase  2,75 2,75 21,3 2 
Q9BQE3 Tubulin alpha-1C chain  22,06 22,06 68,6 14 
Q00341 Vigilin  3,84 3,84 34,6 2 
P63104 14-3-3 protein zeta/delta  4 4 28,2 2 
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Tabla – Anexo 3E. Lista de proteínas identificadas en pacientes con OA grado I (Tabla 
– Anexo 3A) y donantes sanos (Tabla – Anexo 1A). A la derecha se muestra la 
diferencia en el número de péptidos. 
ID Proteína 
Protscore 
Total 
Protscore 
Unused 
Sequence 
Coverage 
(%) 
Péptidos 
(95 %) 
Diferencia 
de péptidos 
P21333 Filamin-A  45,09 45,09 49,3 23 -9 
P11021 78 kDa glucose-regulated protein  6,14 6,14 53,4 3 -8 
P04406 
Glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase  
4,04 4,04 42,4 2 -3 
P11142 Heat shock cognate 71 kDa protein  3,04 3,04 35,8 2 -3 
Q7KZF4 
Staphylococcal nuclease domain-containing 
protein 1  
1,48 1,48 32,9 1 -3 
P13639 Elongation factor 2  9,2 9,2 35,9 5 -2 
P00558 Phosphoglycerate kinase 1  5,39 5,39 53 3 -2 
P22626 
Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins 
A2/B1  
2 2 56,7 1 -2 
P62081 40S ribosomal protein S7  4,28 4,28 54,1 2 -2 
P62241 40S ribosomal protein S8  8 8 69,2 5 -2 
P14625 Endoplasmin  3,82 3,82 31,1 2 -1 
P07237 Protein disulfide-isomerase  3,84 3,84 39 3 -1 
P62937 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A  4,13 4,13 69,1 3 -1 
P23284 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B  4 4 37,5 2 -1 
Q06830 Peroxiredoxin-1  8 8 47,7 5 -1 
P11216 Glycogen phosphorylase, brain form  2,95 2,95 31 2 -1 
P62826 GTP-binding nuclear protein Ran  2,01 2,01 34,7 1 -1 
P30050 60S ribosomal protein L12  2,01 2,01 35,2 1 -1 
P83731 60S ribosomal protein L24  4,01 4,01 68,8 3 -1 
Q02878 60S ribosomal protein L6  8,02 8,02 57,6 4 -1 
P62424 60S ribosomal protein L7a  2,55 2,55 39,1 1 -1 
P67936 Tropomyosin alpha-4 chain  5,82 5,82 54 3 -1 
P18206 Vinculin  4,32 4,32 40,5 2 -1 
P04075 Fructose-bisphosphate aldolase A  2,1 2,1 43,7 1 0 
P08758 Annexin A5  2,05 2,05 32,8 1 0 
Q05682 Caldesmon  2,02 2,02 38 1 0 
P06396 Gelsolin  2 2 17,4 1 0 
P22492 Histone H1t  2 2 50,7 1 0 
P38159 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein G  2 2 52,9 1 0 
O43795 Myosin-Ib  2 2,01 31,7 1 0 
P22392 Nucleoside diphosphate kinase B  3,27 3,27 63,2 2 0 
P19338 Nucleolin  2,84 2,84 25,2 2 0 
P07737 Profilin-1  2 2 22,9 1 0 
P49721 Proteasome subunit beta type-2  1,74 1,74 21,9 1 0 
Q6NZI2 Polymerase I and transcript release factor  4 4 32,3 2 0 
P62913 60S ribosomal protein L11  2 2 26,4 1 0 
P39023 60S ribosomal protein L3  2 2 23,1 1 0 
P36578 60S ribosomal protein L4  4,01 4,01 70,5 2 0 
P62249 40S ribosomal protein S16  10,47 10,47 83,6 5 0 
P62269 40S ribosomal protein S18  4,01 4,01 61,8 2 0 
P62847 40S ribosomal protein S24  2 2 27,8 1 0 
P62701 40S ribosomal protein S4, X isoform  8,01 8,01 59,3 4 0 
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P46782 40S ribosomal protein S5  2,2 2,2 41,7 1 0 
O43175 D-3-phosphoglycerate dehydrogenase  2 2 24 1 0 
P50454 Serpin H1  6 6 40,7 3 0 
P51571 Translocon-associated protein subunit delta  1,36 1,36 30,6 1 0 
P04083 Annexin A1  10,87 10,87 47,4 6 1 
Q86VP6 
Cullin-associated NEDD8-dissociated 
protein 1  
2,91 2,91 21,1 2 1 
Q07065 Cytoskeleton-associated protein 4  8,36 8,36 50,2 4 1 
P26641 Elongation factor 1-gamma  4,05 4,05 27,2 2 1 
P61978 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K  4 4 45,1 2 1 
P04792 Heat shock protein beta-1  4,05 4,05 60 4 1 
P14618 Pyruvate kinase isozymes M1/M2  18,87 18,87 64 11 1 
P26038 Moesin  10,02 10,02 59,1 6 1 
P09651 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1  2,46 2,46 25 2 1 
P46781 40S ribosomal protein S9  9,68 9,68 56,2 6 1 
P35241 Radixin 3,07 3,07 11,2 2 1 
P08238 Heat shock protein HSP 90-beta  2,79 2,81 28 2 2 
P42766 60S ribosomal protein L35  4 4 52 3 2 
P00338 L-lactate dehydrogenase A chain  10 10 41 5 3 
Q9Y490 Talin-1  15,6 15,6 44 8 4 
P02511 Alpha-crystallin B chain  13,73 13,73 65,7 7 5 
P84243 Histone H3.3  9,61 9,61 79,4 8 5 
Q13885 Tubulin beta-2A chain  5 22,7 51,2 15 5 
P02545 Prelamin-A/C  39,97 39,97 82,7 21 6 
P18124 60S ribosomal protein L7  14,18 14,18 79,8 9 6 
P07437 Tubulin beta chain  23,03 23,03 60,6 16 6 
Q93077 Histone H2A type 1-C  2,58 18,12 76,9 13 7 
P62805 Histone H4  22,4 22,4 78,6 18 7 
P06733 Alpha-enolase  26,89 26,89 65 13 9 
P07355 Annexin A2  54,59 54,59 84,4 40 10 
P35579 Myosin-9  53,4 53,4 61,8 31 24 
P08670 Vimentin  124,3 124,3 100 158 110 
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Tabla – Anexo 4A. Proteínas que interaccionan con la Cx43 identificadas en pacientes 
con OA grado III.  
ID Gen Proteína 
Protscore 
Total 
Protscore 
Unused 
Sequence 
Coverage 
(%) 
Péptidos 
(95 %) 
P11021 HSPA5  78 kDa glucose-regulated protein  32,82 32,82 60,6 17 
P60709 ACTB  Actin, cytoplasmic 1  29,04 29,04 62,9 21 
P63261 ACTG1  Actin, cytoplasmic 2  29,04 29,04 62,9 22 
P16112 ACAN  Aggrecan core protein  4,01 4,01 5,5 2 
Q9Y2D5 AKAP2  A-kinase anchor protein 2  2 2 24,7 1 
P12814 ACTN1  Alpha-actinin-1  5,51 37,2 69,3 22 
O43707 ACTN4  Alpha-actinin-4  42,71 42,71 60,9 24 
P02511 CRYAB  Alpha-crystallin B chain  4,18 4,18 47,4 2 
P06733 ENO1  Alpha-enolase  26,98 26,98 58,1 14 
P04083 ANXA1  Annexin A1  6,15 6,15 27,2 3 
P07355 ANXA2  Annexin A2  48,92 48,92 86,1 30 
P08758 ANXA5  Annexin A5  2 2 20,6 1 
O95782 AP2A1  AP-2 complex subunit alpha-1  2,82 2,82 16 2 
P53396 ACLY  ATP-citrate synthase  3,96 3,96 18,1 2 
P07814 EPRS  
Bifunctional aminoacyl-tRNA 
synthetase  
1,34 1,34 23,4 1 
Q05682 CALD1  Caldesmon  9,33 9,33 44 5 
Q00610 CLTC PE Clathrin heavy chain 1  37,13 37,13 43,7 20 
P53618 COPB1  Coatomer subunit beta  2,03 2,03 16,8 1 
Q9Y678 COPG  Coatomer subunit gamma  6,47 6,47 24,5 4 
P02452 COL1A1  Collagen alpha-1(I) chain  8,24 8,24 50 4 
P02461 COL3A1  Collagen alpha-1(III) chain  2,28 2,28 34,5 1 
P12109 COL6A1  Collagen alpha-1(VI) chain  10,29 10,29 51,3 6 
Q99715 COL12A1  Collagen alpha-1(XII) chain  14,16 14,16 32,6 8 
P08123 COL1A2  Collagen alpha-2(I) chain  2 2 40,7 1 
P12110 COL6A2  Collagen alpha-2(VI) chain  6 6 36,3 4 
P12111 COL6A3  Collagen alpha-3(VI) chain  61,62 61,62 47,5 34 
Q86VP6 CAND1  
Cullin-associated NEDD8-
dissociated protein 1  
4 4 18,9 2 
Q07065 CKAP4  Cytoskeleton-associated protein 4  2,36 2,36 26,4 1 
O43175 PHGDH  
D-3-phosphoglycerate 
dehydrogenase  
2 2 27 1 
P54886 ALDH18A1  
Delta-1-pyrroline-5-carboxylate 
synthase  
2 2 12,5 1 
Q16555 DPYSL2  
Dihydropyrimidinase-related protein 
2  
7,31 7,31 35,1 4 
P04843 RPN1  
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--
protein glycosyltransferase subunit 
1  
2 2 20,9 1 
Q05639 EEF1A2  Elongation factor 1-alpha 2  8,94 8,94 29,2 6 
P26641 EEF1G  Elongation factor 1-gamma  5,08 5,08 26,5 3 
P13639 EEF2  Elongation factor 2  19,24 19,24 34,4 9 
P14625 HSP90B1  Endoplasmin  22,57 22,57 38,5 11 
Q14152 EIF3A  
Eukaryotic translation initiation 
factor 3 subunit A  
2,01 2,01 31 1 
P21333 FLNA  Filamin-A  73,44 73,44 44,6 36 
P04075 ALDOA  Fructose-bisphosphate aldolase A  7,56 7,56 38,5 4 
P17931 LGALS3  Galectin-3  1,8 1,8 17,2 1 
P06396 GSN  Gelsolin  9,81 9,81 39,1 5 
P04406 GAPDH  
Glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase  
9,96 9,96 31,6 5 
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P11216 PYGB  Glycogen phosphorylase, brain form  8,48 8,48 40,7 5 
P11142 HSPA8  Heat shock cognate 71 kDa protein  13,06 13,07 42,9 8 
P04792 HSPB1  Heat shock protein beta-1  6 6 35,1 3 
P08238 HSP90AB1  Heat shock protein HSP 90-beta  16,29 16,29 34,7 8 
Q5SSJ5 HP1BP3  
Heterochromatin protein 1-binding 
protein 3  
2 2 17,9 2 
P09651 HNRNPA1  
Heterogeneous nuclear 
ribonucleoprotein A1  
2 2 16,1 1 
Q00839 HNRNPU  
Heterogeneous nuclear 
ribonucleoprotein U  
9,76 9,76 32 5 
Q1KMD3 HNRNPUL2  
Heterogeneous nuclear 
ribonucleoprotein U-like protein 2  
2 2 18,9 1 
P09429 HMGB1  High mobility group protein B1  1,73 1,73 23,7 2 
P16403 HIST1H1C  Histone H1.2  4 4 34,3 2 
Q93077 HIST1H2AC  Histone H2A type 1-C  2 16,01 68,5 10 
Q16777 HIST2H2AC  Histone H2A type 2-C  19,28 19,28 84,5 12 
Q99879 HIST1H2BM  Histone H2B type 1-M  24,12 24,12 70,6 14 
P84243 H3F3A  Histone H3.3  3,89 3,89 63,2 2 
P62805 HIST1H4A  Histone H4  16,76 16,76 69,9 9 
Q14974 KPNB1  Importin subunit beta-1  2 2 16,3 1 
P05556 ITGB1  Integrin beta-1  2 2 8,4 1 
P41252 IARS  
Isoleucyl-tRNA synthetase, 
cytoplasmic  
2 2 13,4 1 
P04264 KRT1  Keratin, type II cytoskeletal 1  7,82 7,82 24,8 4 
Q9UHB6 LIMA1  
LIM domain and actin-binding 
protein 1  
3,07 3,07 28,7 2 
Q8WWI1 LMO7  LIM domain only protein 7  2,53 2,53 25,9 2 
P00338 LDHA  L-lactate dehydrogenase A chain  4,01 4,01 25,9 3 
P14174 MIF  
Macrophage migration inhibitory 
factor  
2,24 2,24 40,9 1 
Q14764 MVP  Major vault protein  2,3 2,3 31 1 
P26038 MSN  Moesin  12,35 12,35 53 7 
Q9NZM1 MYOF  Myoferlin  12,16 12,16 31,3 6 
P60660 MYL6  Myosin light polypeptide 6  4,99 4,99 43,1 5 
P19105 MYL12A  Myosin regulatory light chain 12A  2,02 2,02 18,1 1 
P35579 MYH9  Myosin-9  64,62 64,62 52 36 
O43795 MYO1B  Myosin-Ib  2,01 4,01 20,4 2 
O00159 MYO1C  Myosin-Ic  8,74 8,74 40,4 5 
Q09666 AHNAK  
Neuroblast differentiation-
associated protein AHNAK  
4,14 4,14 41,9 4 
P19338 NCL  Nucleolin  8,07 8,07 37,5 4 
P06748 NPM1  Nucleophosmin  6,24 6,24 33 3 
P15531 NME1  Nucleoside diphosphate kinase A  2 2 40,8 1 
P62937 PPIA  Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A  4,02 4,02 45,5 2 
P23284 PPIB  Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B  2,07 2,07 43,1 1 
Q06830 PRDX1  Peroxiredoxin-1  6,21 6,21 44,7 3 
P32119 PRDX2  Peroxiredoxin-2  3,04 3,2 29,8 2 
P00558 PGK1  Phosphoglycerate kinase 1  10,13 10,13 49,9 5 
Q15149 PLEC  Plectin  4,31 4,31 35,6 2 
Q6NZI2 PTRF  
Polymerase I and transcript release 
factor  
4,02 4,02 35,4 2 
P02545 LMNA  Prelamin-A/C  16,48 16,48 55,1 8 
P13674 P4HA1  Prolyl 4-hydroxylase subunit alpha-1  3,09 3,09 22,7 2 
P30101 PDIA3  Protein disulfide-isomerase A3  2 2 12,9 1 
P07237 P4HB  Protein disulfide-isomerase  7,58 7,58 28,4 4 
Q8N350 DOS  Protein Dos  2,01 2,01 24,6 1 
Q8N8S7 ENAH  Protein enabled homolog  2 2 27,8 1 
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Q15436 SEC23A  Protein transport protein Sec23A  2 2 21,8 1 
O94979 SEC31A  Protein transport protein Sec31A  4,01 4,01 14,4 2 
P21980 TGM2  
Protein-glutamine gamma-
glutamyltransferase 2  
9,71 9,71 33,5 6 
P14618 PKM2  Pyruvate kinase isozymes M1/M2  21,26 21,26 63,7 11 
P46940 IQGAP1  
Ras GTPase-activating-like protein 
IQGAP1  
10,64 10,64 29,8 5 
A6NIZ1  
Ras-related protein Rap-1b-like 
protein  
2 2 14,1 1 
P08134 RHOC  
Rho-related GTP-binding protein 
RhoC  
1,54 1,54 22,3 1 
Q9P2E9 RRBP1  Ribosome-binding protein 1  1,57 1,57 23,8 1 
P50454 SERPINH1  Serpin H1  4,92 4,92 24,4 3 
P02768 ALB  Serum albumin  6,32 6,32 36,8 11 
P42224 STAT1  
Signal transducer and activator of 
transcription 1-alpha/beta  
13,63 13,63 30 7 
Q13435 SF3B2  Splicing factor 3B subunit 2  2 2 23,1 1 
Q7KZF4 SND1  
Staphylococcal nuclease domain-
containing protein 1  
10,13 10,13 44 6 
P38646 HSPA9  Stress-70 protein, mitochondrial  5,26 5,26 31,1 3 
Q9Y490 TLN1  Talin-1  14,73 14,73 35,9 7 
Q8NBS9 TXNDC5  
Thioredoxin domain-containing 
protein 5  
2 2 21,8 1 
Q01995 TAGLN  Transgelin  1,39 1,39 42,3 1 
P55072 VCP  
Transitional endoplasmic reticulum 
ATPase  
2 2 22,2 1 
P67936 TPM4  Tropomyosin alpha-4 chain  6,57 6,57 48,8 4 
P68363 TUBA1B  Tubulin alpha-1B chain  27,96 27,96 53,9 16 
P07437 TUBB  Tubulin beta chain  28,18 28,18 56,5 20 
Q13885 TUBB2A  Tubulin beta-2A chain  3,88 24,26 56 17 
Q13509 TUBB3  Tubulin beta-3 chain  1,44 16,15 42 12 
P22314 UBA1  
Ubiquitin-like modifier-activating 
enzyme 1  
2 2 18,1 1 
Q00341 HDLBP  Vigilin  2,02 2,02 24,3 1 
P08670 VIM  Vimentin  78,96 78,96 94,2 53 
P18206 VCL  Vinculin  13,21 13,21 45,3 7 
Q15942 ZYX  Zyxin  2 2,01 14,3 1 
Q13200 PSMD2  
26S proteasome non-ATPase 
regulatory subunit 2  
2 2 7,3 1 
P61247 RPS3A  40S ribosomal protein S3a  2,98 2,98 36 2 
P62701 RPS4X  40S ribosomal protein S4, X isoform  5,95 5,95 27,8 3 
P46782 RPS5  40S ribosomal protein S5  2 2 27 1 
P62241 RPS8  40S ribosomal protein S8  3,65 3,65 56,7 2 
P08865 RPSA  40S ribosomal protein SA  2,61 2,61 29,2 2 
P62906 RPL10A  60S ribosomal protein L10a  2 2 28,1 1 
P26373 RPL13  60S ribosomal protein L13  6,16 6,16 61,6 3 
Q02543 RPL18A  60S ribosomal protein L18a  3,12 3,12 39,8 2 
P62750 RPL23A  60S ribosomal protein L23a  2 2 42,3 1 
P39023 RPL3  60S ribosomal protein L3  2 2 31,3 1 
P36578 RPL4  60S ribosomal protein L4  7,32 7,32 61,1 4 
Q02878 RPL6  60S ribosomal protein L6  9,15 9,15 69,8 5 
P18124 RPL7  60S ribosomal protein L7  4,01 4,01 68,2 2 
P62424 RPL7A  60S ribosomal protein L7a  2,42 2,42 33,5 1 
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Tabla – Anexo 4B. Proteínas específicamente identificadas en la IP+ en condrocitos 
aislados de pacientes con OA grado III. Las proteínas marcadas con formato negrita 
también se identificaron en la IP-. 
ID Proteína 
Protscore 
Total 
Protscore 
Unused 
Sequence 
Coverage 
(%) 
Péptidos 
(95%) 
P11021 78 kDa glucose-regulated protein  32,82 32,82 60,6 17 
P60709 Actin, cytoplasmic 1  29,04 29,04 62,9 21 
P63261 Actin, cytoplasmic 2  29,04 29,04 62,9 22 
Q9Y2D5 A-kinase anchor protein 2  2 2 24,7 1 
P12814 Alpha-actinin-1  5,51 37,2 69,3 22 
O43707 Alpha-actinin-4  42,71 42,71 60,9 24 
P02511 Alpha-crystallin B chain  4,18 4,18 47,4 2 
P06733 Alpha-enolase  26,98 26,98 58,1 14 
P04083 Annexin A1  6,15 6,15 27,2 3 
P07355 Annexin A2  48,92 48,92 86,1 30 
P08758 Annexin A5  2 2 20,6 1 
O95782 AP-2 complex subunit alpha-1  2,82 2,82 16 2 
P53396 ATP-citrate synthase  3,96 3,96 18,1 2 
P07814 Bifunctional aminoacyl-tRNA synthetase  1,34 1,34 23,4 1 
Q05682 Caldesmon  9,33 9,33 44 5 
Q00610 Clathrin heavy chain 1  37,13 37,13 43,7 20 
P53618 Coatomer subunit beta  2,03 2,03 16,8 1 
Q9Y678 Coatomer subunit gamma  6,47 6,47 24,5 4 
P02452 Collagen alpha-1(I) chain  8,24 8,24 50 4 
P02461 Collagen alpha-1(III) chain  2,28 2,28 34,5 1 
P12109 Collagen alpha-1(VI) chain  10,29 10,29 51,3 6 
Q99715 Collagen alpha-1(XII) chain  14,16 14,16 32,6 8 
P08123 Collagen alpha-2(I) chain  2 2 40,7 1 
P12110 Collagen alpha-2(VI) chain  6 6 36,3 4 
P12111 Collagen alpha-3(VI) chain  61,62 61,62 47,5 34 
Q86VP6 Cullin-associated NEDD8-dissociated protein 1  4 4 18,9 2 
Q07065 Cytoskeleton-associated protein 4  2,36 2,36 26,4 1 
O43175 D-3-phosphoglycerate dehydrogenase  2 2 27 1 
P54886 Delta-1-pyrroline-5-carboxylate synthase  2 2 12,5 1 
Q16555 Dihydropyrimidinase-related protein 2  7,31 7,31 35,1 4 
P04843 
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein 
glycosyltransferase subunit 1  
2 2 20,9 1 
Q05639 Elongation factor 1-alpha 2  8,94 8,94 29,2 6 
P26641 Elongation factor 1-gamma  5,08 5,08 26,5 3 
P13639 Elongation factor 2  19,24 19,24 34,4 9 
P14625 Endoplasmin  22,57 22,57 38,5 11 
Q14152 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit A  2,01 2,01 31 1 
P21333 Filamin-A  73,44 73,44 44,6 36 
P04075 Fructose-bisphosphate aldolase A  7,56 7,56 38,5 4 
P17931 Galectin-3  1,8 1,8 17,2 1 
P06396 Gelsolin  9,81 9,81 39,1 5 
P04406 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase  9,96 9,96 31,6 5 
P11216 Glycogen phosphorylase, brain form  8,48 8,48 40,7 5 
P11142 Heat shock cognate 71 kDa protein  13,06 13,07 42,9 8 
P04792 Heat shock protein beta-1  6 6 35,1 3 
P08238 Heat shock protein HSP 90-beta  16,29 16,29 34,7 8 
Q5SSJ5 Heterochromatin protein 1-binding protein 3  2 2 17,9 2 
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P09651 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1  2 2 16,1 1 
Q00839 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U  9,76 9,76 32 5 
Q1KMD3 
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U-like protein 
2  
2 2 18,9 1 
P09429 High mobility group protein B1  1,73 1,73 23,7 2 
P16403 Histone H1.2  4 4 34,3 2 
Q93077 Histone H2A type 1-C  2 16,01 68,5 10 
Q16777 Histone H2A type 2-C  19,28 19,28 84,5 12 
Q99879 Histone H2B type 1-M  24,12 24,12 70,6 14 
P84243 Histone H3.3  3,89 3,89 63,2 2 
P62805 Histone H4  16,76 16,76 69,9 9 
Q14974 Importin subunit beta-1  2 2 16,3 1 
P05556 Integrin beta-1  2 2 8,4 1 
P41252 Isoleucyl-tRNA synthetase, cytoplasmic  2 2 13,4 1 
Q9UHB6 LIM domain and actin-binding protein 1  3,07 3,07 28,7 2 
Q8WWI1 LIM domain only protein 7  2,53 2,53 25,9 2 
P00338 L-lactate dehydrogenase A chain  4,01 4,01 25,9 3 
P14174 Macrophage migration inhibitory factor  2,24 2,24 40,9 1 
Q14764 Major vault protein  2,3 2,3 31 1 
P26038 Moesin  12,35 12,35 53 7 
Q9NZM1 Myoferlin  12,16 12,16 31,3 6 
P60660 Myosin light polypeptide 6  4,99 4,99 43,1 5 
P19105 Myosin regulatory light chain 12A  2,02 2,02 18,1 1 
P35579 Myosin-9  64,62 64,62 52 36 
O43795 Myosin-Ib  2,01 4,01 20,4 2 
O00159 Myosin-Ic  8,74 8,74 40,4 5 
Q09666 Neuroblast differentiation-associated protein AHNAK  4,14 4,14 41,9 4 
P19338 Nucleolin  8,07 8,07 37,5 4 
P06748 Nucleophosmin  6,24 6,24 33 3 
P15531 Nucleoside diphosphate kinase A  2 2 40,8 1 
P62937 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A  4,02 4,02 45,5 2 
P23284 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B  2,07 2,07 43,1 1 
Q06830 Peroxiredoxin-1  6,21 6,21 44,7 3 
P32119 Peroxiredoxin-2  3,04 3,2 29,8 2 
P00558 Phosphoglycerate kinase 1  10,13 10,13 49,9 5 
Q15149 Plectin  4,31 4,31 35,6 2 
Q6NZI2 Polymerase I and transcript release factor  4,02 4,02 35,4 2 
P02545 Prelamin-A/C  16,48 16,48 55,1 8 
P13674 Prolyl 4-hydroxylase subunit alpha-1  3,09 3,09 22,7 2 
P30101 Protein disulfide-isomerase A3  2 2 12,9 1 
P07237 Protein disulfide-isomerase  7,58 7,58 28,4 4 
Q8N350 Protein Dos  2,01 2,01 24,6 1 
Q8N8S7 Protein enabled homolog  2 2 27,8 1 
Q15436 Protein transport protein Sec23A  2 2 21,8 1 
O94979 Protein transport protein Sec31A  4,01 4,01 14,4 2 
P21980 Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase 2  9,71 9,71 33,5 6 
P14618 Pyruvate kinase isozymes M1/M2  21,26 21,26 63,7 11 
P46940 Ras GTPase-activating-like protein IQGAP1  10,64 10,64 29,8 5 
A6NIZ1 Ras-related protein Rap-1b-like protein  2 2 14,1 1 
P08134 Rho-related GTP-binding protein RhoC  1,54 1,54 22,3 1 
Q9P2E9 Ribosome-binding protein 1  1,57 1,57 23,8 1 
P50454 Serpin H1  4,92 4,92 24,4 3 
P42224 
Signal transducer and activator of transcription 1-
alpha/beta  
13,63 13,63 30 7 
Q13435 Splicing factor 3B subunit 2  2 2 23,1 1 
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Q7KZF4 Staphylococcal nuclease domain-containing protein 1  10,13 10,13 44 6 
P38646 Stress-70 protein, mitochondrial  5,26 5,26 31,1 3 
Q9Y490 Talin-1  14,73 14,73 35,9 7 
Q8NBS9 Thioredoxin domain-containing protein 5  2 2 21,8 1 
Q01995 Transgelin  1,39 1,39 42,3 1 
P55072 Transitional endoplasmic reticulum ATPase  2 2 22,2 1 
P67936 Tropomyosin alpha-4 chain  6,57 6,57 48,8 4 
P68363 Tubulin alpha-1B chain  27,96 27,96 53,9 16 
P07437 Tubulin beta chain  28,18 28,18 56,5 20 
Q13885 Tubulin beta-2A chain  3,88 24,26 56 17 
Q13509 Tubulin beta-3 chain  1,44 16,15 42 12 
P22314 Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1  2 2 18,1 1 
Q00341 Vigilin  2,02 2,02 24,3 1 
P08670 Vimentin  78,96 78,96 94,2 53 
P18206 Vinculin  13,21 13,21 45,3 7 
Q15942 Zyxin  2 2,01 14,3 1 
Q13200 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 2  2 2 7,3 1 
P61247 40S ribosomal protein S3a  2,98 2,98 36 2 
P62701 40S ribosomal protein S4, X isoform  5,95 5,95 27,8 3 
P46782 40S ribosomal protein S5  2 2 27 1 
P62241 40S ribosomal protein S8  3,65 3,65 56,7 2 
P08865 40S ribosomal protein SA  2,61 2,61 29,2 2 
P62906 60S ribosomal protein L10a  2 2 28,1 1 
P26373 60S ribosomal protein L13  6,16 6,16 61,6 3 
Q02543 60S ribosomal protein L18a  3,12 3,12 39,8 2 
P62750 60S ribosomal protein L23a  2 2 42,3 1 
P39023 60S ribosomal protein L3  2 2 31,3 1 
P36578 60S ribosomal protein L4  7,32 7,32 61,1 4 
Q02878 60S ribosomal protein L6  9,15 9,15 69,8 5 
P18124 60S ribosomal protein L7  4,01 4,01 68,2 2 
P62424 60S ribosomal protein L7a  2,42 2,42 33,5 1 
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Tabla – Anexo 4C. Proteínas identificadas en la IP+ y IP-, con un mayor número de 
péptidos en la IP+, en condrocitos aislados de cartílago articular de pacientes OA con 
grado III de la enfermedad. A la derecha se muestra la diferencia del número de péptidos 
entre las IPs (IP+ e IP-). 
ID Proteína 
Protscore 
Total 
Unused 
Protscore 
Sequence 
Coverage 
(%) 
Diferencia de 
péptidos 
P60709 Actin, cytoplasmic 1  29,04 29,04 62,9 4 
P07355 Annexin A2  48,92 48,92 86,1 29 
P12109 Collagen alpha-1(VI) chain  10,29 10,29 51,3 5 
P12111 Collagen alpha-3(VI) chain  61,62 61,62 47,5 29 
Q00839 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U  9,76 9,76 32 4 
P62805 Histone H4  16,76 16,76 69,9 7 
P02545 Prelamin-A/C  16,48 16,48 55,1 6 
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Tabla – Anexo 4D. Lista de proteínas identificas exclusivamente en pacientes OA grado 
III (Tabla – Anexo 4A) frente a las proteínas identificadas en donantes sanos (Tabla - 
Anexo 1A). En formato negrita se indican aquellas proteínas que también se 
identificaron en la IP-. 
ID Proteína 
Protscore 
Total 
Protscore 
Unused 
Sequence 
Coverage 
(%) 
Péptidos 
(95%) 
P63261 Actin, cytoplasmic 2  29,04 29,04 62,9 22 
Q9Y2D5 A-kinase anchor protein 2  2 2 24,7 1 
P12814 Alpha-actinin-1  5,51 37,2 69,3 22 
O95782 AP-2 complex subunit alpha-1  2,82 2,82 16 2 
P53396 ATP-citrate synthase  3,96 3,96 18,1 2 
P07814 Bifunctional aminoacyl-tRNA synthetase  1,34 1,34 23,4 1 
Q00610 Clathrin heavy chain 1  37,13 37,13 43,7 20 
P53618 Coatomer subunit beta  2,03 2,03 16,8 1 
Q9Y678 Coatomer subunit gamma  6,47 6,47 24,5 4 
P02461 Collagen alpha-1(III) chain  2,28 2,28 34,5 1 
P12109 Collagen alpha-1(VI) chain  10,29 10,29 51,3 6 
Q99715 Collagen alpha-1(XII) chain  14,16 14,16 32,6 8 
P12110 Collagen alpha-2(VI) chain  6 6 36,3 4 
P12111 Collagen alpha-3(VI) chain  61,62 61,62 47,5 34 
P54886 Delta-1-pyrroline-5-carboxylate synthase  2 2 12,5 1 
P04843 
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein 
glycosyltransferase subunit 1  
2 2 20,9 1 
Q05639 Elongation factor 1-alpha 2  8,94 8,94 29,2 6 
Q14152 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit A  2,01 2,01 31 1 
Q5SSJ5 Heterochromatin protein 1-binding protein 3  2 2 17,9 2 
Q00839 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U  9,76 9,76 32 5 
Q1KMD3 
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U-like 
protein 2  
2 2 18,9 1 
P09429 High mobility group protein B1  1,73 1,73 23,7 2 
P16403 Histone H1.2  4 4 34,3 2 
Q16777 Histone H2A type 2-C  19,28 19,28 84,5 12 
Q99879 Histone H2B type 1-M  24,12 24,12 70,6 14 
P05556 Integrin beta-1  2 2 8,4 1 
P41252 Isoleucyl-tRNA synthetase, cytoplasmic  2 2 13,4 1 
Q9UHB6 LIM domain and actin-binding protein 1  3,07 3,07 28,7 2 
Q8WWI1 LIM domain only protein 7  2,53 2,53 25,9 2 
P14174 Macrophage migration inhibitory factor  2,24 2,24 40,9 1 
Q9NZM1 Myoferlin  12,16 12,16 31,3 6 
P60660 Myosin light polypeptide 6  4,99 4,99 43,1 5 
P19105 Myosin regulatory light chain 12A  2,02 2,02 18,1 1 
O00159 Myosin-Ic  8,74 8,74 40,4 5 
Q09666 Neuroblast differentiation-associated protein AHNAK  4,14 4,14 41,9 4 
P06748 Nucleophosmin  6,24 6,24 33 3 
P15531 Nucleoside diphosphate kinase A  2 2 40,8 1 
P32119 Peroxiredoxin-2  3,04 3,2 29,8 2 
Q15149 Plectin  4,31 4,31 35,6 2 
P13674 Prolyl 4-hydroxylase subunit alpha-1  3,09 3,09 22,7 2 
Q8N350 Protein Dos  2,01 2,01 24,6 1 
Q8N8S7 Protein enabled homolog  2 2 27,8 1 
Q15436 Protein transport protein Sec23A  2 2 21,8 1 
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O94979 Protein transport protein Sec31A  4,01 4,01 14,4 2 
P21980 Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase 2  9,71 9,71 33,5 6 
P46940 Ras GTPase-activating-like protein IQGAP1  10,64 10,64 29,8 5 
A6NIZ1 Ras-related protein Rap-1b-like protein  2 2 14,1 1 
P08134 Rho-related GTP-binding protein RhoC  1,54 1,54 22,3 1 
Q9P2E9 Ribosome-binding protein 1  1,57 1,57 23,8 1 
Q13435 Splicing factor 3B subunit 2  2 2 23,1 1 
P38646 Stress-70 protein, mitochondrial  5,26 5,26 31,1 3 
Q8NBS9 Thioredoxin domain-containing protein 5  2 2 21,8 1 
Q01995 Transgelin  1,39 1,39 42,3 1 
P55072 Transitional endoplasmic reticulum ATPase  2 2 22,2 1 
Q13509 Tubulin beta-3 chain  1,44 16,15 42 12 
P22314 Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1  2 2 18,1 1 
Q00341 Vigilin  2,02 2,02 24,3 1 
Q15942 Zyxin  2 2,01 14,3 1 
Q13200 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 2  2 2 7,3 1 
P61247 40S ribosomal protein S3a  2,98 2,98 36 2 
P08865 40S ribosomal protein SA  2,61 2,61 29,2 2 
P62906 60S ribosomal protein L10a  2 2 28,1 1 
P26373 60S ribosomal protein L13  6,16 6,16 61,6 3 
Q02543 60S ribosomal protein L18a  3,12 3,12 39,8 2 
P62750 60S ribosomal protein L23a  2 2 42,3 1 
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Tabla – Anexo 4E. Lista de proteínas identificadas en pacientes OA grado III (Tabla – 
Anexo 4A) y donantes sanos (Tabla – Anexo 1A). A la derecha se muestra la diferencia 
en el número de péptidos. 
ID Proteína 
Protscore 
Total 
Protscore 
Unused 
Sequence 
Coverage 
(%) 
Péptidos 
(95%) 
Diferencia 
de 
péptidos 
P02545 Prelamin-A/C  16,48 16,48 55,1 8 -7 
Q07065 Cytoskeleton-associated protein 4  2,36 2,36 26,4 1 -2 
P23284 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B  2,07 2,07 43,1 1 -2 
P62805 Histone H4  16,76 16,76 69,9 9 -2 
P62424 60S ribosomal protein L7a  2,42 2,42 33,5 1 -1 
P08123 Collagen alpha-2(I) chain  2 2 40,7 1 -1 
P30101 Protein disulfide-isomerase A3  2 2 12,9 1 -1 
P62241 40S ribosomal protein S8  3,65 3,65 56,7 2 -1 
P18124 60S ribosomal protein L7  4,01 4,01 68,2 2 -1 
P84243 Histone H3.3  3,89 3,89 63,2 2 -1 
O43795 Myosin-Ib  2,01 4,01 20,4 2 -1 
P62701 40S ribosomal protein S4, X isoform  5,95 5,95 27,8 3 -1 
P00338 L-lactate dehydrogenase A chain  4,01 4,01 25,9 3 -1 
Q06830 Peroxiredoxin-1  6,21 6,21 44,7 3 -1 
P46782 40S ribosomal protein S5  2 2 27 1 0 
P39023 60S ribosomal protein L3  2 2 31,3 1 0 
P08758 Annexin A5  2 2 20,6 1 0 
O43175 
D-3-phosphoglycerate 
dehydrogenase  
2 2 27 1 0 
P17931 Galectin-3  1,8 1,8 17,2 1 0 
Q14974 Importin subunit beta-1  2 2 16,3 1 0 
Q14764 Major vault protein  2,3 2,3 31 1 0 
P02511 Alpha-crystallin B chain  4,18 4,18 47,4 2 0 
P62937 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A  4,02 4,02 45,5 2 0 
Q6NZI2 
Polymerase I and transcript release 
factor  
4,02 4,02 35,4 2 0 
P26641 Elongation factor 1-gamma  5,08 5,08 26,5 3 0 
P04792 Heat shock protein beta-1  6 6 35,1 3 0 
P50454 Serpin H1  4,92 4,92 24,4 3 0 
P07237 Protein disulfide-isomerase  7,58 7,58 28,4 4 0 
P67936 Tropomyosin alpha-4 chain  6,57 6,57 48,8 4 0 
Q02878 60S ribosomal protein L6  9,15 9,15 69,8 5 0 
P04406 
Glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase  
9,96 9,96 31,6 5 0 
P07355 Annexin A2  48,92 48,92 86,1 30 0 
P09651 
Heterogeneous nuclear 
ribonucleoprotein A1  
2 2 16,1 1 1 
Q86VP6 
Cullin-associated NEDD8-dissociated 
protein 1  
4 4 18,9 2 1 
P02452 Collagen alpha-1(I) chain  8,24 8,24 50 4 1 
P14618 Pyruvate kinase isozymes M1/M2  21,26 21,26 63,7 11 1 
P04083 Annexin A1  6,15 6,15 27,2 3 2 
P36578 60S ribosomal protein L4  7,32 7,32 61,1 4 2 
P19338 Nucleolin  8,07 8,07 37,5 4 2 
Q7KZF4 
Staphylococcal nuclease domain-
containing protein 1  
10,13 10,13 44 6 2 
P26038 Moesin  12,35 12,35 53 7 2 
P13639 Elongation factor 2  19,24 19,24 34,4 9 2 
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Q16777 Histone H2A type 2-C  19,28 19,28 84,5 12 2 
P68363 Tubulin alpha-1B chain  27,96 27,96 53,9 16 2 
Q16555 Dihydropyrimidinase-related protein 2  7,31 7,31 35,1 4 3 
P04075 Fructose-bisphosphate aldolase A  7,56 7,56 38,5 4 3 
Q9Y490 Talin-1  14,73 14,73 35,9 7 3 
P11142 Heat shock cognate 71 kDa protein  13,06 13,07 42,9 8 3 
Q05682 Caldesmon  9,33 9,33 44 5 4 
P06396 Gelsolin  9,81 9,81 39,1 5 4 
P11216 Glycogen phosphorylase, brain form  8,48 8,48 40,7 5 4 
P00558 Phosphoglycerate kinase 1  10,13 10,13 49,9 5 4 
P18206 Vinculin  13,21 13,21 45,3 7 4 
P08238 Heat shock protein HSP 90-beta  16,29 16,29 34,7 8 4 
P21333 Filamin-A  73,44 73,44 44,6 36 4 
P60709 Actin, cytoplasmic 1  29,04 29,04 62,9 21 5 
P08670 Vimentin  78,96 78,96 94,2 53 5 
P42224 
Signal transducer and activator of 
transcription 1-alpha/beta  
13,63 13,63 30 7 6 
Q13885 Tubulin beta-2A chain  3,88 24,26 56 17 7 
P14625 Endoplasmin  22,57 22,57 38,5 11 8 
P07437 Tubulin beta chain  28,18 28,18 56,5 20 9 
P06733 Alpha-enolase  26,98 26,98 58,1 14 10 
O43707 Alpha-actinin-4  42,71 42,71 60,9 24 15 
P35579 Myosin-9  64,62 64,62 52 36 29 
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Tabla – Anexo 4F. Lista de proteínas identificadas exclusivamente en pacientes OA 
grado III (Tabla - Anexo 4A) frente a proteínas identificadas en pacientes OA grado I 
(Tabla - Anexo 3A). En formato negrita se indican aquellas proteínas que también se 
identificaron en la IP-. 
ID Proteína 
Protscore 
Total 
Protscore 
Unused 
Sequence 
Coverage 
(%) 
Péptidos 
(95%) 
Q13200 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 2  2 2 7,3 1 
P08865 40S ribosomal protein SA  2,61 2,61 29,2 2 
P60709 Actin, cytoplasmic 1  29,04 29,04 62,9 21 
Q9Y2D5 A-kinase anchor protein 2  2 2 24,7 1 
O43707 Alpha-actinin-4  42,71 42,71 60,9 24 
O95782 AP-2 complex subunit alpha-1  2,82 2,82 16 2 
P53396 ATP-citrate synthase  3,96 3,96 18,1 2 
P07814 Bifunctional aminoacyl-tRNA synthetase  1,34 1,34 23,4 1 
P53618 Coatomer subunit beta  2,03 2,03 16,8 1 
Q9Y678 Coatomer subunit gamma  6,47 6,47 24,5 4 
P02452 Collagen alpha-1(I) chain  8,24 8,24 50 4 
P02461 Collagen alpha-1(III) chain  2,28 2,28 34,5 1 
P08123 Collagen alpha-2(I) chain  2 2 40,7 1 
P54886 Delta-1-pyrroline-5-carboxylate synthase  2 2 12,5 1 
Q16555 Dihydropyrimidinase-related protein 2  7,31 7,31 35,1 4 
Q14152 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit A  2,01 2,01 31 1 
Q5SSJ5 Heterochromatin protein 1-binding protein 3  2 2 17,9 2 
Q00839 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U  9,76 9,76 32 5 
Q1KMD3 
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U-like 
protein 2  
2 2 18,9 1 
P09429 High mobility group protein B1  1,73 1,73 23,7 2 
P16403 Histone H1.2  4 4 34,3 2 
Q16777 Histone H2A type 2-C  19,28 19,28 84,5 12 
Q14974 Importin subunit beta-1  2 2 16,3 1 
Q9UHB6 LIM domain and actin-binding protein 1  3,07 3,07 28,7 2 
Q8WWI1 LIM domain only protein 7  2,53 2,53 25,9 2 
Q14764 Major vault protein  2,3 2,3 31 1 
P15531 Nucleoside diphosphate kinase A  2 2 40,8 1 
P30101 Protein disulfide-isomerase A3  2 2 12,9 1 
Q8N350 Protein Dos  2,01 2,01 24,6 1 
Q8N8S7 Protein enabled homolog  2 2 27,8 1 
Q15436 Protein transport protein Sec23A  2 2 21,8 1 
P21980 Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase 2  9,71 9,71 33,5 6 
P08134 Rho-related GTP-binding protein RhoC  1,54 1,54 22,3 1 
P42224 
Signal transducer and activator of transcription 1-
alpha/beta  
13,63 13,63 30 7 
P38646 Stress-70 protein, mitochondrial  5,26 5,26 31,1 3 
Q8NBS9 Thioredoxin domain-containing protein 5  2 2 21,8 1 
Q01995 Transgelin  1,39 1,39 42,3 1 
P55072 Transitional endoplasmic reticulum ATPase  2 2 22,2 1 
P68363 Tubulin alpha-1B chain  27,96 27,96 53,9 16 
Q13509 Tubulin beta-3 chain  1,44 16,15 42 12 
P22314 Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1  2 2 18,1 1 
Q15942 Zyxin  2 2,01 14,3 1 
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Tabla – Anexo 4G. Lista de proteínas identificadas en pacientes OA grado III (Tabla - 
Anexo 4A) y OA grado I (Tabla - Anexo 3A). A la derecha se muestra la diferencia en 
el número de péptidos. 
ID Proteína 
Protscore 
Total 
Protscore 
Unused 
Sequence 
Coverage 
(%) 
Péptidos 
(95%) 
Diferencia 
de 
péptidos 
P08670 Vimentin  78,96 78,96 94,2 53 -105 
Q00610 Clathrin heavy chain 1  37,13 37,13 43,7 20 -21 
P12111 Collagen alpha-3(VI) chain  61,62 61,62 47,5 34 -20 
P02545 Prelamin-A/C  16,48 16,48 55,1 8 -13 
P07355 Annexin A2  48,92 48,92 86,1 30 -10 
P62805 Histone H4  16,76 16,76 69,9 9 -9 
P12110 Collagen alpha-2(VI) chain  6 6 36,3 4 -7 
P12109 Collagen alpha-1(VI) chain  10,29 10,29 51,3 6 -6 
P84243 Histone H3.3  3,89 3,89 63,2 2 -6 
Q15149 Plectin  4,31 4,31 35,6 2 -6 
Q9P2E9 Ribosome-binding protein 1  1,57 1,57 23,8 1 -6 
P02511 Alpha-crystallin B chain  4,18 4,18 47,4 2 -5 
P62241 40S ribosomal protein S8  3,65 3,65 56,7 2 -3 
P04083 Annexin A1  6,15 6,15 27,2 3 -3 
Q99715 Collagen alpha-1(XII) chain  14,16 14,16 32,6 8 -3 
Q07065 Cytoskeleton-associated protein 4  2,36 2,36 26,4 1 -3 
Q93077 Histone H2A type 1-C  2 16,01 68,5 10 -3 
Q99879 Histone H2B type 1-M  24,12 24,12 70,6 14 -2 
P00338 L-lactate dehydrogenase A chain  4,01 4,01 25,9 3 -2 
Q06830 Peroxiredoxin-1  6,21 6,21 44,7 3 -2 
P62701 40S ribosomal protein S4, X isoform  5,95 5,95 27,8 3 -1 
Q02543 60S ribosomal protein L18a  3,12 3,12 39,8 2 -1 
P26641 Elongation factor 1-gamma  5,08 5,08 26,5 3 -1 
P04792 Heat shock protein beta-1  6 6 35,1 3 -1 
P09651 
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 
A1  2 2 16,1 1 -1 
P41252 Isoleucyl-tRNA synthetase, cytoplasmic  2 2 13,4 1 -1 
P19105 Myosin regulatory light chain 12A  2,02 2,02 18,1 1 -1 
P62937 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A  4,02 4,02 45,5 2 -1 
P23284 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B  2,07 2,07 43,1 1 -1 
P32119 Peroxiredoxin-2  3,04 3,2 29,8 2 -1 
A6NIZ1 Ras-related protein Rap-1b-like protein  2 2 14,1 1 -1 
Q9Y490 Talin-1  14,73 14,73 35,9 7 -1 
Q00341 Vigilin  2,02 2,02 24,3 1 -1 
P46782 40S ribosomal protein S5  2 2 27 1 0 
P62906 60S ribosomal protein L10a  2 2 28,1 1 0 
P62906 60S ribosomal protein L10a  2 2 28,1 1 0 
P26373 60S ribosomal protein L13  6,16 6,16 61,6 3 0 
P62750 60S ribosomal protein L23a  2 2 42,3 1 0 
P39023 60S ribosomal protein L3  2 2 31,3 1 0 
P62424 60S ribosomal protein L7a  2,42 2,42 33,5 1 0 
P08758 Annexin A5  2 2 20,6 1 0 
Q86VP6 
Cullin-associated NEDD8-dissociated 
protein 1  4 4 18,9 2 0 
O43175 D-3-phosphoglycerate dehydrogenase  2 2 27 1 0 
P04843 
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--
protein glycosyltransferase subunit 1  2 2 20,9 1 0 
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P05556 Integrin beta-1  2 2 8,4 1 0 
P14174 Macrophage migration inhibitory factor  2,24 2,24 40,9 1 0 
P60660 Myosin light polypeptide 6  4,99 4,99 43,1 5 0 
Q6NZI2 Polymerase I and transcript release factor  4,02 4,02 35,4 2 0 
P14618 Pyruvate kinase isozymes M1/M2  21,26 21,26 63,7 11 0 
P50454 Serpin H1  4,92 4,92 24,4 3 0 
Q13435 Splicing factor 3B subunit 2  2 2 23,1 1 0 
P61247 40S ribosomal protein S3a  2,98 2,98 36 2 1 
Q02878 60S ribosomal protein L6  9,15 9,15 69,8 5 1 
P06733 Alpha-enolase  26,98 26,98 58,1 14 1 
P26038 Moesin  12,35 12,35 53 7 1 
O43795 Myosin-Ib  2,01 4,01 20,4 2 1 
P13674 Prolyl 4-hydroxylase subunit alpha-1  3,09 3,09 22,7 2 1 
P07237 Protein disulfide-isomerase  7,58 7,58 28,4 4 1 
O94979 Protein transport protein Sec31A  4,01 4,01 14,4 2 1 
P67936 Tropomyosin alpha-4 chain  6,57 6,57 48,8 4 1 
P36578 60S ribosomal protein L4  7,32 7,32 61,1 4 2 
P18124 60S ribosomal protein L7  4,01 4,01 68,2 2 2 
P19338 Nucleolin  8,07 8,07 37,5 4 2 
P06748 Nucleophosmin  6,24 6,24 33 3 2 
P00558 Phosphoglycerate kinase 1  10,13 10,13 49,9 5 2 
P46940 
Ras GTPase-activating-like protein 
IQGAP1  10,64 10,64 29,8 5 2 
Q13885 Tubulin beta-2A chain  3,88 24,26 56 17 2 
Q05639 Elongation factor 1-alpha 2  8,94 8,94 29,2 6 3 
P04075 Fructose-bisphosphate aldolase A  7,56 7,56 38,5 4 3 
P04406 
Glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase  9,96 9,96 31,6 5 3 
P11216 Glycogen phosphorylase, brain form  8,48 8,48 40,7 5 3 
O00159 Myosin-Ic  8,74 8,74 40,4 5 3 
Q09666 
Neuroblast differentiation-associated 
protein AHNAK  4,14 4,14 41,9 4 3 
P63261 Actin, cytoplasmic 2  4 29,04 62,9 22 4 
Q05682 Caldesmon  9,33 9,33 44 5 4 
P06396 Gelsolin  9,81 9,81 39,1 5 4 
Q9NZM1 Myoferlin  12,16 12,16 31,3 6 4 
P07437 Tubulin beta chain  28,18 28,18 56,5 20 4 
P13639 Elongation factor 2  19,24 19,24 34,4 9 5 
P35579 Myosin-9  64,62 64,62 52 36 5 
Q7KZF4 
Staphylococcal nuclease domain-
containing protein 1  10,13 10,13 44 6 5 
P18206 Vinculin  13,21 13,21 45,3 7 5 
P11142 Heat shock cognate 71 kDa protein  13,06 13,07 42,9 8 6 
P08238 Heat shock protein HSP 90-beta  16,29 16,29 34,7 8 6 
P14625 Endoplasmin  22,57 22,57 38,5 11 9 
P21333 Filamin-A  73,44 73,44 44,6 36 13 
P11021 78 kDa glucose-regulated protein  32,82 32,82 60,6 17 14 
P12814 Alpha-actinin-1  5,51 37,2 69,3 22 18 
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Tabla – Anexo 4H. Lista de proteínas identificadas exclusivamente en donantes sanos. 
En formato negrita se indican aquellas proteínas que también se identificaron en la IP-. 
ID Proteína 
Protscore 
Total 
Protscore 
Unused 
Sequence 
Coverage 
(%) 
Péptidos 
(95%) 
P39019 40S ribosomal protein S19  2 2 33,1 1 
P62854 40S ribosomal protein S26  2 2 50,4 1 
P05387 60S acidic ribosomal protein P2  2 2 16,5 1 
P61313 60S ribosomal protein L15  2,03 2,03 21,6 1 
P18621 60S ribosomal protein L17  2 2 22,3 1 
P46778 60S ribosomal protein L21  2,04 2,04 23,8 1 
P61254 60S ribosomal protein L26  2 2 7,6 1 
P46776 60S ribosomal protein L27a  2 2 8,8 1 
P18077 60S ribosomal protein L35a  2 2 19,1 1 
Q9Y3U8 60S ribosomal protein L36  4 4 21,9 2 
Q9P1U1 Actin-related protein 3B  2 2 7,7 1 
P56134 ATP synthase subunit f, mitochondrial  2 2 13,8 1 
P21291 Cysteine and glycine-rich protein 1  2 2 7,8 1 
P15311 Erzin 2 2 3,9 1 
P51991 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3  2 2 17,5 1 
P49773 Histidine triad nucleotide-binding protein 1  2 2 11,1 1 
Q9BTM1 Histone H2A.J  12,05 12,05 63,6 6 
Q5QNW6 Histone H2B type 2-F  12,9 12,9 57,9 9 
P06314 Ig kappa chain V-IV region B17  2 2 6,7 1 
Q96AG4 Leucine-rich repeat-containing protein 59  1,68 1,68 11,4 1 
P60903 Protein S100-A10  2 2 14,4 1 
P31949 Protein S100-A11  2 2 10,5 1 
P06703 Protein S100-A6  2 2 16,7 1 
Q5VTE0 Putative elongation factor 1-alpha-like 3  6,2 6,2 17,1 3 
P62834 Ras-related protein Rap-1A  2 2 7,6 1 
Q6NW29 RWD domain-containing protein 4A  1,64 1,64 13,8 1 
P62318 Small nuclear ribonucleoprotein Sm D3  2 2 31,8 1 
P04179 Superoxide dismutase [Mn], mitochondrial  2 2 15,3 1 
P04216 Thy-1 membrane glycoprotein  4 4 24,2 2 
P61586 Transforming protein RhoA  2 2 17,6 1 
P68371 Tubulin beta-2C chain  14,89 14,89 42,9 8 
P62979 Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a  2,3 2,3 24,4 1 
O75396 Vesicle-trafficking protein SEC22b  2 2 18,1 1 
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Tabla – Anexo 4I. Lista de proteínas identificadas exclusivamente en pacientes OA 
grado III (Tabla - Anexo 4A) y grado I (Tabla - Anexo 3A). El color azul indica las 
proteínas identificadas en pacientes OA grado I, el color negro indica las proteínas 
identificadas en donantes OA grado III. En formato negrita se indican aquellas proteínas 
que también se identificaron en la IP-. 
ID Proteína 
Protscore 
Total 
Protscore 
Unused 
Sequence 
Coverage 
(%) 
Péptidos 
(95%) 
Q04446 1,4-alpha-glucan-branching enzyme  2 2 13 1 
P63104 14-3-3 protein zeta/delta  4 4 28,2 2 
Q13200 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 2  2 2 7,3 1 
P62280 40S ribosomal protein S11  8,01 8,01 74,7 4 
P62277 40S ribosomal protein S13  9,38 9,38 64,2 6 
P08708 40S ribosomal protein S17  2 2 20 1 
P62851 40S ribosomal protein S25  2 2 40,8 1 
P61247 40S ribosomal protein S3a  2,25 2,25 43,9 1 
P08865 40S ribosomal protein SA  2,61 2,61 29,2 2 
P62906 60S ribosomal protein L10a  2 2 28,1 1 
P62906 60S ribosomal protein L10a  2 2 24,4 1 
Q96L21 60S ribosomal protein L10-like  4 4 59,8 2 
P26373 60S ribosomal protein L13  6,16 6,16 61,6 3 
P26373 60S ribosomal protein L13  6,7 6,7 71,6 3 
P50914 60S ribosomal protein L14  2,01 2,01 30,2 1 
Q02543 60S ribosomal protein L18a  3,12 3,12 39,8 2 
Q02543 60S ribosomal protein L18a  6,66 6,66 53,4 3 
P35268 60S ribosomal protein L22  1,42 1,42 46,1 1 
P62750 60S ribosomal protein L23a  2 2 46,8 1 
P62750 60S ribosomal protein L23a  2 2 42,3 1 
P61353 60S ribosomal protein L27  2 2 41,9 1 
P62888 60S ribosomal protein L30  3,77 3,77 53,9 2 
P63173 60S ribosomal protein L38  2 2 21,4 1 
P32969 60S ribosomal protein L9  2 2 30,2 1 
P63261 Actin, cytoplasmic 2  4 29,04 62,9 22 
P63261 Actin, cytoplasmic 2  31,39 31,39 72 26 
P59998 Actin-related protein 2/3 complex subunit 4  4,97 4,97 50,6 3 
P61158 Actin-related protein 3  1,83 1,83 26,8 1 
Q9Y2D5 A-kinase anchor protein 2  2 2 24,7 1 
P12814 Alpha-actinin-1  5,51 37,2 69,3 22 
P12814 Alpha-actinin-1  8,11 8,11 37,9 4 
O95782 AP-2 complex subunit alpha-1  2,82 2,82 16 2 
P53396 ATP-citrate synthase  3,96 3,96 18,1 2 
Q08211 ATP-dependent RNA helicase A  1,63 1,63 28,1 1 
P07814 Bifunctional aminoacyl-tRNA synthetase  1,34 1,34 23,4 1 
Q00610 Clathrin heavy chain 1  37,13 37,13 43,7 20 
Q00610 Clathrin heavy chain 1  43,3 43,3 44,8 21 
P53621 Coatomer subunit alpha  2 2 28,8 1 
P53618 Coatomer subunit beta  2,03 2,03 16,8 1 
Q9Y678 Coatomer subunit gamma  6,47 6,47 24,5 4 
P02461 Collagen alpha-1(III) chain  2,28 2,28 34,5 1 
P12109 Collagen alpha-1(VI) chain  10,29 10,29 51,3 6 
P12109 Collagen alpha-1(VI) chain  21,28 21,28 57,1 12 
Q99715 Collagen alpha-1(XII) chain  14,16 14,16 32,6 8 
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Q99715 Collagen alpha-1(XII) chain  23,48 23,48 41,2 11 
P12110 Collagen alpha-2(VI) chain  6 6 36,3 4 
P12110 Collagen alpha-2(VI) chain  14,25 14,25 56,1 11 
P12111 Collagen alpha-3(VI) chain  61,62 61,62 47,5 34 
P12111 Collagen alpha-3(VI) chain  95,44 95,44 53,9 54 
Q86VP6 Cullin-associated NEDD8-dissociated protein 1  4 4 18,9 2 
P52943 Cysteine-rich protein 2  2,61 2,61 44,7 2 
Q07065 Cytoskeleton-associated protein 4  2,36 2,36 26,4 1 
O43175 D-3-phosphoglycerate dehydrogenase  2 2 27 1 
P54886 Delta-1-pyrroline-5-carboxylate synthase  2 2 12,5 1 
P60981 Destrin  2,14 2,14 44,2 1 
P04843 
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein 
glycosyltransferase subunit 1  
2 2 20,9 1 
P04843 
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein 
glycosyltransferase subunit 1  
2 2 26,4 1 
Q9NZN4 EH domain-containing protein 2  2,19 2,19 29,7 1 
Q05639 Elongation factor 1-alpha 2  8,94 8,94 29,2 6 
Q05639 Elongation factor 1-alpha 2  4 4 31,8 3 
P29692 Elongation factor 1-delta  2 2 30,6 1 
Q14152 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit A  2,01 2,01 31 1 
Q9GZV4 Eukaryotic translation initiation factor 5A-2  2 2 40,5 1 
Q9BSJ8 Extended synaptotagmin-1  4 4 21,1 2 
P49327 Fatty acid synthase  4,14 4,14 27,2 2 
P51114 
Fragile X mental retardation syndrome-related 
protein 1  
2 2 23,4 1 
P09211 Glutathione S-transferase P  17,18 17,18 59,5 13 
Q5SSJ5 Heterochromatin protein 1-binding protein 3  2 2 17,9 2 
Q00839 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U  9,76 9,76 32 5 
Q1KMD3 
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U-like 
protein 2  
2 2 18,9 1 
P07910 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins C1/C2  3,91 3,91 34,3 2 
P09429 High mobility group protein B1  1,73 1,73 23,7 2 
P16403 Histone H1.2 OS 4 4 34,3 2 
Q6FI13 Histone H2A type 2-A  20,17 20,17 86,9 14 
Q16777 Histone H2A type 2-C  19,28 19,28 84,5 12 
P33778 Histone H2B type 1-B  2,24 18,63 86,5 14 
Q99879 Histone H2B type 1-M  24,12 24,12 70,6 14 
Q99879 Histone H2B type 1-M  22,53 22,53 98,4 16 
P01834 Ig kappa chain C region  2,65 2,65 32,1 2 
P06756 Integrin alpha-V  2,03 2,03 20,9 1 
P05556 Integrin beta-1  2 2 8,4 1 
P05556 Integrin beta-1  2 2 18,9 1 
P41252 Isoleucyl-tRNA synthetase, cytoplasmic  2 2 13,4 1 
P41252 Isoleucyl-tRNA synthetase, cytoplasmic  3,41 3,41 20,2 2 
P35527 Keratin, type I cytoskeletal 9  2,03 2,03 33,4 1 
P04264 Keratin, type II cytoskeletal 1  46,42 46,42 73,8 29 
P35908 Keratin, type II cytoskeletal 2 epidermal  21,16 21,16 46,6 12 
Q9UHB6 LIM domain and actin-binding protein 1  3,07 3,07 28,7 2 
Q8WWI1 LIM domain only protein 7  2,53 2,53 25,9 2 
P14174 Macrophage migration inhibitory factor  2,24 2,24 40,9 1 
P14174 Macrophage migration inhibitory factor  2 2 23,5 1 
P43243 Matrin-3  2,05 2,05 27,4 1 
Q9NZM1 Myoferlin  12,16 12,16 31,3 6 
Q9NZM1 Myoferlin  4,03 4,03 24,3 2 
P60660 Myosin light polypeptide 6  4,99 4,99 43,1 5 
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P60660 Myosin light polypeptide 6  6,02 6,02 61,6 5 
P35580 Myosin-10  2,15 11,36 46,5 7 
O00159 Myosin-Ic  8,74 8,74 40,4 5 
O00159 Myosin-Ic  4,47 4,47 45,3 2 
O94832 Myosin-Id  1,51 1,51 29,6 1 
Q09666 
Neuroblast differentiation-associated protein 
AHNAK  
4,14 4,14 41,9 4 
Q09666 
Neuroblast differentiation-associated protein 
AHNAK  
2,12 2,12 41,6 1 
P06748 Nucleophosmin  6,24 6,24 33 3 
P06748 Nucleophosmin  1,87 1,87 36,7 1 
P32119 Peroxiredoxin-2  3,04 3,2 29,8 2 
P32119 Peroxiredoxin-2  6,21 6,21 38,9 3 
Q13162 Peroxiredoxin-4  2 4 18,5 4 
Q15149 Plectin  4,31 4,31 35,6 2 
Q15149 Plectin  12,72 12,72 49,6 8 
P26599 Polypyrimidine tract-binding protein 1  4,03 4,03 31,8 2 
P13674 Prolyl 4-hydroxylase subunit alpha-1  3,09 3,09 22,7 2 
P13674 Prolyl 4-hydroxylase subunit alpha-1  2 2 17,4 1 
Q13015 Protein AF1q  2 2 38,9 1 
Q8N350 Protein Dos  2,01 2,01 24,6 1 
Q8N8S7 Protein enabled homolog  2 2 27,8 1 
Q9Y6V0 Protein piccolo  1,81 1,81 19,2 1 
Q15436 Protein transport protein Sec23A  2 2 21,8 1 
O94979 Protein transport protein Sec31A  4,01 4,01 14,4 2 
O94979 Protein transport protein Sec31A  2,01 2,01 16,7 1 
P21980 Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase 2  9,71 9,71 33,5 6 
P46940 Ras GTPase-activating-like protein IQGAP1  10,64 10,64 29,8 5 
P46940 Ras GTPase-activating-like protein IQGAP1  6,45 6,45 28,2 3 
A6NIZ1 Ras-related protein Rap-1b-like protein  2 2 14,1 1 
A6NIZ1 Ras-related protein Rap-1b-like protein  3,89 3,89 29,4 2 
P08134 Rho-related GTP-binding protein RhoC  1,54 1,54 22,3 1 
Q9P2E9 Ribosome-binding protein 1  1,57 1,57 23,8 1 
Q9P2E9 Ribosome-binding protein 1  12,11 12,11 46,9 7 
Q15019 Septin-2  2 2 21,3 1 
P84103 Serine/arginine-rich splicing factor 3  1,77 1,77 63,4 1 
Q13435 Splicing factor 3B subunit 2  2 2 23,1 1 
Q13435 Splicing factor 3B subunit 2  1,52 1,52 34,3 1 
P38646 Stress-70 protein, mitochondrial  5,26 5,26 31,1 3 
Q8NBS9 Thioredoxin domain-containing protein 5  2 2 21,8 1 
Q15582 
Transforming growth factor-beta-induced protein 
ig-h3  
2,32 2,32 19,8 1 
Q01995 Transgelin  1,39 1,39 42,3 1 
P55072 Transitional endoplasmic reticulum ATPase  2 2 22,2 1 
Q9BQE3 Tubulin alpha-1C chain  22,06 22,06 68,6 14 
P07437 Tubulin beta chain  28,18 28,18 56,5 20 
Q13509 Tubulin beta-3 chain  1,44 16,15 42 12 
P62987 Ubiquitin-60S ribosomal protein L40  8,11 8,11 71,1 4 
P22314 Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1  2 2 18,1 1 
P26640 Valyl-tRNA synthetase  2,75 2,75 21,3 2 
Q00341 Vigilin  2,02 2,02 24,3 1 
Q00341 Vigilin  3,84 3,84 34,6 2 
Q15942 Zyxin  2 2,01 14,3 1 
 
Anexos 
203 
Tabla – Anexo 4J. Lista de proteínas exclusivamente identificadas en pacientes OA 
grado III. 
ID Proteína 
Protscore 
Total 
Protscore 
Unused 
Sequence 
Coverage 
(%) 
Péptidos 
(95%) 
Q13200 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 2  2 2 7,3 1 
P08865 40S ribosomal protein SA  2,61 2,61 29,2 2 
Q9Y2D5 A-kinase anchor protein 2  2 2 24,7 1 
O95782 AP-2 complex subunit alpha-1  2,82 2,82 16 2 
P53396 ATP-citrate synthase  3,96 3,96 18,1 2 
P07814 Bifunctional aminoacyl-tRNA synthetase  1,34 1,34 23,4 1 
P53618 Coatomer subunit beta  2,03 2,03 16,8 1 
Q9Y678 Coatomer subunit gamma  6,47 6,47 24,5 4 
P02461 Collagen alpha-1(III) chain  2,28 2,28 34,5 1 
P54886 Delta-1-pyrroline-5-carboxylate synthase  2 2 12,5 1 
Q14152 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit A  2,01 2,01 31 1 
Q5SSJ5 Heterochromatin protein 1-binding protein 3  2 2 17,9 2 
Q00839 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U  9,76 9,76 32 5 
Q1KMD3 
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U-like protein 
2  
2 2 18,9 1 
P09429 High mobility group protein B1  1,73 1,73 23,7 2 
P16403 Histone H1.2 OS 4 4 34,3 2 
Q16777 Histone H2A type 2-C  19,28 19,28 84,5 12 
Q9UHB6 LIM domain and actin-binding protein 1  3,07 3,07 28,7 2 
Q8WWI1 LIM domain only protein 7  2,53 2,53 25,9 2 
P15531 Nucleoside diphosphate kinase A  2 2 40,8 1 
Q8N350 Protein Dos  2,01 2,01 24,6 1 
Q8N8S7 Protein enabled homolog  2 2 27,8 1 
Q15436 Protein transport protein Sec23A  2 2 21,8 1 
P21980 Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase 2  9,71 9,71 33,5 6 
P08134 Rho-related GTP-binding protein RhoC  1,54 1,54 22,3 1 
P38646 Stress-70 protein, mitochondrial  5,26 5,26 31,1 3 
Q8NBS9 Thioredoxin domain-containing protein 5  2 2 21,8 1 
Q01995 Transgelin  1,39 1,39 42,3 1 
P55072 Transitional endoplasmic reticulum ATPase  2 2 22,2 1 
Q13509 Tubulin beta-3 chain  1,44 16,15 42 12 
P22314 Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1  2 2 18,1 1 
Q15942 Zyxin  2 2,01 14,3 1 
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Tabla – Anexo 5. Proteínas que interaccionan con la Cx43 identificadas en pacientes 
con OA grado III utilizando el tampón de lisis – IP conteniendo detergentes iónicos y 
cromatografía HPLC acoplada a espectrometría de masas. El color negro indica las 
proteínas ya identificadas en pacientes OA grado I y grado III (Tabla - Anexo 3A y Tabla 
- Anexo 4A, respectivamente). El color azul indica las proteínas identificadas 
exclusivamente bajo las nuevas condiciones experimentales, tampón de lisis - IP con 
detergentes iónicos. En la realización de este estudio se han utilizado una n = 3 
correspondiente a tres IPs de 3 pacientes con OA de grado III. 
ID Gen Proteína 
Protscore 
Total 
Protscore 
Unused 
Sequence 
Coverage 
(%) 
Péptidos 
(95%) 
P63261 ACTG1 Actin, cytoplasmic 2  6,68 6,68 54,1 4 
P06733 ENO1 Alpha-enolase  9,07 9,07 55,5 5 
P04083 ANXA1 Annexin A1  2,31 2,31 30,4 1 
P07355 ANXA2 Annexin A2  18,29 18,29 58,7 9 
P08758 ANXA5 Annexin A5  2 2 22,2 1 
Q9H251 CDH23 Cadherin-23  1,82 1,82 7,2 1 
P12111 COL6A3 Collagen alpha-3(VI) chain  6,63 6,63 20,1 3 
P21333 FLNA Filamin-A  4,01 4,01 22,5 2 
P09211 GSTP1 Glutathione S-transferase P  4 4 27,1 2 
P04406 GAPDH 
Glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase  
4 4 44,8 3 
P11142 HSPA8 Heat shock cognate 71 kDa protein  1,5 1,5 24,2 1 
P04792 HSPB1 Heat shock protein beta-1  2,16 2,16 36,6 1 
Q6FI13 HIST2H2AA3 Histone H2A type 2-A  2,06 2,06 64,6 1 
P01834 IGKC Ig kappa chain C region  2 2 32,1 1 
P13645 KRT10 Keratin, type I cytoskeletal 10  2,01 2,01 17,1 1 
P35527 KRT9 Keratin, type I cytoskeletal 9  10,7 10,7 41,4 7 
P04264 KRT1 Keratin, type II cytoskeletal 1  22,14 22,14 34,3 11 
P35908 KRT2 Keratin, type II cytoskeletal 2 epidermal  9,16 4,26 41,6 6 
P00338 LDHA L-lactate dehydrogenase A chain  4 4 22,9 2 
Q9GZW8 MS4A7 
Membrane-spanning 4-domains 
subfamily A member 7  
2 2 7,1 1 
P26038 MSN Moesin  6 6 36,2 3 
Q7Z406 MYH14 Myosin-14  2,01 2,01 23,6 1 
P62937 PPIA Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A  2 2 30,9 1 
Q06830 PRDX1 Peroxiredoxin-1  2,44 2,44 47,7 1 
P32119 PRDX2 Peroxiredoxin-2  2,02 2,02 14,7 1 
P00558 PGK1 Phosphoglycerate kinase 1  4,04 4,04 33,8 2 
P21980 TGM2 
Protein-glutamine gamma-
glutamyltransferase 2  
2,19 2,19 24,6 1 
P14618 PKM2 Pyruvate kinase isozymes M1/M2  12,84 12,84 48,6 7 
P02768 ALB Serum albumin  13,06 13,06 27,1 13 
Q9BQE3 TUBA1C Tubulin alpha-1C chain  13,96 13,96 50,1 8 
P07437 TUBB Tubulin beta chain  10,13 10,13 36,9 6 
P08670 VIM Vimentin  29,93 29,93 68 19 
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Proteomic Analysis of Connexin 43 Reveals
Novel Interactors Related to Osteoarthritis*□S
Raquel Gago-Fuentes‡, Patricia Ferna´ndez-Puente§¶, Diego Megias,
Paula Carpintero-Ferna´ndez‡, Jesus Mateos§¶, Benigno Acea‡, Eduardo Fonseca‡,
Francisco Javier Blanco§¶, and Maria Dolores Mayan‡**
We have previously reported that articular chondrocytes
in tissue contain long cytoplasmic arms that physically
connect two distant cells. Cell-to-cell communication oc-
curs through connexin channels termed Gap Junction
(GJ) channels, which achieve direct cellular communica-
tion by allowing the intercellular exchange of ions, small
RNAs, nutrients, and second messengers. The Cx43 pro-
tein is overexpressed in several human diseases and in-
flammation processes and in articular cartilage from pa-
tients with osteoarthritis (OA). An increase in the level of
Cx43 is known to alter gene expression, cell signaling,
growth, and cell proliferation. The interaction of proteins
with the C-terminal tail of connexin 43 (Cx43) directly
modulates GJ-dependent and -independent functions.
Here, we describe the isolation of Cx43 complexes using
mild extraction conditions and immunoaffinity purifica-
tion. Cx43 complexes were extracted from human primary
articular chondrocytes isolated from healthy donors and
patients with OA. The proteomic content of the native
complexes was determined using LC-MS/MS, and protein
associations with Cx43 were validated using Western blot
and immunolocalization experiments. We identified >100
Cx43-associated proteins including previously uncharac-
terized proteins related to nucleolar functions, RNA trans-
port, and translation. We also identified several proteins
involved in human diseases, cartilage structure, and OA
as novel functional Cx43 interactors, which emphasized
the importance of Cx43 in the normal physiology and
structural and functional integrity of chondrocytes and
articular cartilage. Gene Ontology (GO) terms of the pro-
teins identified in the OA samples showed an enrichment
of Cx43-interactors related to cell adhesion, calmodulin
binding, the nucleolus, and the cytoskeleton in OA sam-
ples compared with healthy samples. However, the mito-
chondrial proteins SOD2 and ATP5J2 were identified only
in samples from healthy donors. The identification of
Cx43 interactors will provide clues to the functions of
Cx43 in human cells and its roles in the development
of several diseases, including OA. Molecular & Cellular
Proteomics 14: 10.1074/mcp.M115.050211, 1831–1845,
2015.
Direct intercellular communication is accomplished in
nearly all tissues and organs by aqueous, low-resistance
pores located in the lipid bilayer of the contacted cells. These
pores, named gap junctions (GJ)1, are composed of connex-
ins (Cxs) and play critical developmental and functional roles
(1, 2). Numerous processes, such as the diffusion of metab-
olites, nutrients, small RNAs and second messengers, and the
rapid transmission of action potentials in heart or neuronal
tissue via so-called electrical synapses, are driven by GJ
communication (3–7). The junctional channel is composed of
two end-to-end hemichannels, each of which is a hexamer of
six subunits of Cxs that dock with each other to form a
contiguous gap junctional channel. Cxs proteins have a
common topology that includes four a-helical transmem-
brane domains, two extracellular loops, a cytoplasmic loop,
and N- and C termini located on the cytoplasmic membrane
face. Cx43 (the 43-kDa isoform) is the most widely ex-
pressed GJ protein in different cell types (8). Yet, as many
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as 20 murine and 21 human Cx isoforms have been identi-
fied (9).
Cx43 has a relatively large carboxy-terminal domain (CTD)
that takes part in multiple proteomic interactions. Increasing
evidence indicates that gap-junctional Cx43 is part of a mul-
tiprotein complex and that Cx43-interacting proteins are
thought to form a dynamic scaffolding protein complex,
termed the Nexus, that may function as a platform to local-
ize signaling, structural, and cytoskeletal proteins (10, 11).
Indeed many aspects of Cx43 function, for example cellular
transport, plaque assembly and stability, and channel con-
ductivity are most likely governed by interactions with regu-
latory and structural proteins that bind to the cytoplasmic
domains of Cx43. These proteins include the tight junction
protein zonula occludens-1 (ZO-1) (12–14), 14–3-3 (15), Dre-
brin (16), -tubulin (17), c-Src, v-Src (10), and other potential
Cx43-interacting proteins that target Cx43 to points of cell–
cell contact and regulate gap junctional intercellular commu-
nication (GJIC) (10).
Initially, the cellular functions of Cxs were attributed exclu-
sively to direct cell-to-cell diffusion; however, some Cx func-
tions seem to be independent of channel function (18). In fact,
several reports have suggested that the Cx43 complex might
fulfil functions that are not necessarily related to the control of
GJIC. For instance, Cx43 mutants lacking the C-terminal tail
that were expressed in transformed cells restored the GJIC
but inhibited proliferation (19). Moreover, a Cx43 mutant that
does not form GJ has been shown to suppress cell growth
(20), and the expression of the C-terminal tail alone was
sufficient to reduce proliferation (19, 21). On the other hand,
the overexpressed C-terminal tail of Cx43 localized to the
nucleus and inhibited cell growth (21, 22). These and other
studies raise the possibility that the C-terminal tail of Cx43
can control cell-cycle, gene expression, or different signaling
pathways via binding proteins independently of its channel
function (18).
The channel-independent effects of Cxs might be explained
by the (dys)function of Cx-tail interactions proteins. Our group
is interested in investigating the physiopathological mecha-
nism that is associated with osteoarthritis (OA). Recent results
suggest a direct role of Cx43 in the development of OA that is
not necessary related to its channel function (7, 23, 24). For
instance, only a few connexin-interacting proteins have been
described to date, and previous studies have used artificial
systems, such as yeast two-hybrid screens or Cx43-domain
fusion proteins. The aim of this study was to identify Cx43-
interacting proteins in primary articular chondrocytes from
human adults. In this report, lysates of primary articular chon-
drocytes were subjected to immunoprecipitation (IP) with an
antibody directed against the C-terminal tail of Cx43. Cx43
interactors were identified using liquid chromatography and
mass spectrometry (MALDI-TOF/TOF). We have identified
100 Cx43 associated proteins. Among these, we have found
out novel functional Cx43 interactors involved in human dis-
ease and OA development, which emphasizes the potential
importance of Cx43-interactions in normal development and
physiology.
EXPERIMENTAL PROCEDURES
Cartilage Collection, Processing, and Primary Culture of Chondro-
cytes—Human knee and femoral head articular cartilage samples
were generously obtained from adult donors undergoing joint surgery.
All donors signed an informed consent form, and the institutional
Ethics Committee approved the study (Registration Code Galicia
CAEIG: 2012/094 - PI13/00591). In situ cartilage samples were frozen
immediately in Cryomold® Standard using Tissue-Tek® O.C.T.TM
compound and isopentane in liquid nitrogen and stored at 80 °C.
Cartilage from healthy persons was obtained in situ from individuals
who suffered a knee or hip fracture with no history of joint disease.
Healthy samples were assigned on based on their medical record
data and histological study. Histological samples (healthy and OA
with radiologic diagnosis) were graded using the modified Mankin
score (23) (mean age: 71.38 years, range: 63 to 89 years; Mankin
score: 0–13 points). The samples (OA patients and age-matched
healthy subjects) were divided into four groups: normal/healthy
(score  0–1); early OA (score  2–3), named grade I; mild OA
(score  4–5), named grade II; moderate OA (score  6–7), named
grade III; and severe OA, named grade IV (score  8–13). To perform
this study, we selected samples from the normal/healthy, early OA
and moderate grade III groups. For the isolation and culture of primary
chondrocytes, a fresh cartilage was rinsed with saline, and cells were
isolated as previously reported (23). The cells (2.5 million) were then
seeded into 162-cm2 flasks and incubated at 37 °C in 5% CO2 and air
in DMEM supplemented with 100 g/ml Primocin (In vivo Gen Primo-
cinTM) and 15% FCS until 80–90% confluence was reached. The
chondrocytes were used in experiments during the third or fourth
weeks of primary culture.
Co-Immunoprecipitation—Co-immunoprecipitation (Co-IP) was
performed using primary chondrocytes from human adults as de-
scribed previously with minor modifications (7). Cells were resus-
pended in 1000 l of IP-lysis buffer (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 5 mM
EDTA pH 8, 0.5% v/v Nonidet P-40, 1.0% v/v Triton-X, 150 mM NaCl)
or in IP-lysis buffer containing Sarkosyl and SDS (50 mM Tris-HCl pH
7.5, 5 mM EDTA pH 8, 0.5% v/v Nonidet P-40, 0.5% v/v Sarkosyl,
0.1% SDS v/v, 150 mM NaCl). Both IP buffers contained protease
inhibitors (Sigma-Aldrich) and 1 mM PMSF. Lysates were precleared
by incubating with 50 l of Protein G Sepharose (50% slurry). Four
micrograms of antiCTD-Cx43 antibody (SC-20, sc-6560 from Santa
Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany) followed by Protein G
Sepharose beads (50 l of 50% slurry) were added to the precleared
lysates and incubated overnight at 4 °C. A control IP was performed
without antibody. The beads were washed four times with the corre-
sponding IP buffer, and the bead pellets were suspended in loading
buffer (10% SDS, 0.2 M Tris pH 6.8, 50% glycerol, 0.1% (w/v) bro-
mphenol blue (5x) containing 1.42 M 2-mercaptoethanol) and
incubated for 30 min at 37 °C before being boiled for 10 min. Super-
natants were stored at 80 °C. Silver stain analysis of immunopre-
cipitations and Western blotting were used to determine the speci-
ficity of the interactions. Silver staining was performed after the
electrophoretic separation on polyacrylamide gels. The gels were
fixed for 30 min in fixed solution (40% ethanol, 10% acid acetic) and
rinsed twice for 10 min in water. After incubating with 0.02% thiosul-
fate sodium for 1 min, gels were immediately rinsing in water for
another min, incubated with silver solution for 30 min (0.2% silver
nitrate, 0.075% formalin) and washed for 10–15 s with water. The
develop solution contained 3% carbonate potassium, 12.5 mg/ml
thiosulfate sodium and 0.025% formalin. The development was
stopped by dipping the gel in the stop solution (3% Tris-Buffer, 10%
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acid acetic) for 15 min. The stained gels were scanned after thor-
oughly rinsing in water.
For Western blot assays, anti--tubulin antibody (T9026) was sup-
plied from Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Germany antinucleolin anti-
body (PAB12541) was from Abnova, Heidelberg, Germany GmbH, the
antiranGTP (sc-1156), antiCx43 (sc-6560), antiCalcyclin (sc-271396),
and anti-Integrin V (sc-376156) antibodies were from Santa Cruz
Biotechnology, antiAlpha B Crystallin (ab13496) from Abcam. For
SDS-PAGE gel electrophoresis, 5 l of the denatured, immunopre-
cipitated proteins were loaded and separated on 10% polyacrylamide
gels, which were then electro blotted onto polyvinylidene fluoride
(PVDF) membrane (Millipore Co., Bedford, MA). The membranes were
blocked with 5% milk in PBS and 0.05% Tween-20 (Sigma-Aldrich)
and, after probing with antibody, developed using ECL Western blot-
ting Detection reagent from GE Healthcare.
Identification of Proteins Using SDS-PAGE and nanoLC-MALDI-
TOF/TOF—Immunoproteins were loaded and separated by SDS-
PAGE in 10% acrylamide in-house gels in a Protean®mini-gel system
(Bio-Rad, Hercules, CA). Gels were stained and visualized with Coo-
massie Brilliant blue G250 and the resulting lane was size-fractioned
into three sections that were subsequently processed independently.
Each section was destained with methanol, diced into small pieces
and in-gel digested following a standard procedure (25). Briefly, the
samples were desiccated with acetonitrile (26) reduced with 10 mM
dithiothreitol (DTT) for 30 min at 56 °C, alkylated with iodoacetamide
(50 mM IAA), dehydrated in 100% ACN and trypsin-digested (6.6
ng/l, Roche Mannheim, Germany) for 16 h at 37 °C. Peptides were
then extracted from the gel pieces with 50% ACN/0.1% trifluoroace-
tic acid (TFA), dried in a speed-vacuum, reconstituted in 0.1% TFA
and desalted using homemade stage tips (Empore disk-C18, 47 mm,
3 M O Agilent Technologies, Santa Clara, CA). The peptide fractions
were separated using reversed phase chromatography in a Tempo
nanoLC system (ABSciex, Madrid, Spain). After precolumn desalting
on a trapping column (0.5  2 mm, Michrom Bioresources, Auburn,
CA) at a flow rate of 15 l/min for 15 min, tryptic digests were
separated on a C18 nanocolumn (Integrafit C18, Proteopep II, 75 m
id, 15 cm, 5 m, 300 Å; New Objective, Woburn, MA) at a flow rate
350 nl/min, with a 30 min linear gradient of 5 to 50% of buffer B (80%
ACN containing 0.1% TFA). The column was washed and regenerated
for 5 min using 80% of buffer B. After all nonpolar and nonpeptide
materials were removed, the column was re-equilibrated under the
initial starting conditions for 15 min. The separated peptides were
spotted onto a MALDI plate each 15 s and mixed with -cyano-4-
hydroxycinnamic matrix (3 mg/ml in 0.1% TFA, 70% ACN) at a flow
rate of 1.2 l/min using a Sun Collect MALDI Spotter/Micro-Fraction
Collector (SunChrom Wissenschaftliche Gera¨te Gmbh, Germany).
The MS runs for each chromatogram were acquired and analyzed in
a MALDI-TOF/TOF instrument (4800 ABSciex, Framingham, MA). MS
spectra from m/z 800–4000 were acquired for each fraction and
processed with internal calibration. Angiotensin peptide diluted in the
matrix (3 fmol/spot) was used for the internal standard calibration at
an m/z of 1046.5. After screening of all LC-MALDI sample positions in
MS positive reflector mode, the fragmentation of automatically se-
lected precursors was performed at collision energy of 1 kV with CID
gas (air). Up to 12 of the most intense ion signals per spot position
with signal/noise (S/N) above 80 were selected as precursors for
MS/MS acquisition, excluding common trypsin autolysis peaks and
matrix ion signals. A second MS/MS was acquired excluding the
precursors selected in the previous MS/MS run. Precursors with a
S/N above 25–40 were selected to identify proteins that were not
identified in the previous run. For protein identification, MS/MS spec-
tra acquired by 4000 Series Explorer software v.3.5.1 were searched
with ProteinPilot v.3.0 (ABSciex) against the Uniprot-SwissProt pro-
tein database (release version 2012_05; 536,029 entries), using the
Paragon Algorithm. The Paragon Algorithm in ProteinPilot software
served as the default search program with trypsin as the digestion
agent with one missed cleavage allowed, iodoacetamide as a fixed
modification of cysteine and biological modifications. Only proteins
with a threshold 95% confidence (1.3 Unused Score) were con-
sidered for protein identification. False positive identification rate is
around 5%.
Gene Ontology (GO) Analysis—To analyze the MS data and for the
representation (protein enrichment) of GO terms, MS data were ana-
lyzed using the Protein Information and Knowledge Extractor (PIKE,
http://proteo.cnb.csic.es/pike/), which links to the DAVID web system
to provide a quality measure of the protein relationships regarding GO
(27, 28).
Immunohistochemistry Assays—For immunohistochemistry (IHC),
cultured cells on chamber slides were fixed with 4% formaldehyde for
10 min at room temperature as previously described with minor
modifications (23). Cells on chamber slides were counterstained with
hematoxylin/eosin or counterstained with 4,6-diamidino-2-phenyin-
dole (DAPI). The antiCx43 antibody (610062) was supplied from BD
Transduction Laboratories, antiHSP90 antibody (sc-1057) was from
Santa Cruz Biotechnology, and the antivimentin antibody (ab8069)
was from Abcam. Negative controls (omitting the primary antibody)
were performed to test the specificity of each antibody. For immuno-
fluorescence, cultured cells on chamber slides were fixed with cold
methanol for 5 min at 20 °C and permeabilized with 1% Triton-X-
100 (v/v) for 5 min at room temperature using the fluorescent-tagged
secondary antibodies Polyclonal Rabbit anti-Mouse Immunoglobu-
lins/FITC (F0313, Dako Cytomation), Polyclonal Goat anti-Mouse Im-
munoglobulins/RPE (R-0480, Dako), and Polyclonal rabbit anti-Goat
Immunoglobulins/PE (SC-3755, Santa Cruz Biotechnology). The cells
were counterstained with DAPI and mounted in glycergel mounting
medium (C0563, DAKO). For IHC, samples were analyzed on an
Olympus BX61 microscope using a DP71 digital camera (Olympus,
Hamburg, Germany), and calibration and quantification of the images
was performed using the AnalySISD 5.0 software (Olympus Biosys-
tems, Hamburg, Germany). Immunofluorescence assays were ac-
quired in a Leica TCS-Sp5 (AOBS) Laser scanning confocal (Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany) using a 63X HCX PLAPO 1.4 N.A.
oil immersion objective and the acquisition software LAS AF 2.6
(Leica Microsystems). Intensity line profile for each channel was per-
formed by using Image J 1.47s (NIH).
RESULTS
Mass Spectrometric Identification of Cx43-Associated Pro-
teins—When Cx43-interacting proteins from chondrocytes of
healthy donors were analyzed, 123 proteins were identified, of
which 68 proteins were represented by at least two unique
peptides (Fig. 1A). One hundred and eighteen proteins were
specific to the Cx43 immunoprecipitation (IP) and not identi-
fied in the control IP, which was performed without antibody
(See supplemental Tables S1 and S2). Among these, 62 pro-
teins were represented by at least two unique peptides. We
considered a second category called “more abundant pro-
teins” (n  6) that included proteins such as annexin A2,
prelamin-A/C and vimentin. The “more abundant proteins”
corresponded to the proteins identified in both, the control IP
and Cx43 IP but with more peptides at 95% confidence and
with higher coverage and score in the Cx43 IP than in the
control IP (supplemental Tables S1 and S2). In all cases, only
proteins with 95% confidence and score 1.3 were consid-
ered significant.
Identification of Binding Partners of Connexin 43
Molecular & Cellular Proteomics 14.7 1833
The Co-IP methodology is the referenced method to in-
vestigate interacting proteins or protein complexes. How-
ever, this technique has limitations and does not neces-
sary indicate whether interactions are direct. Besides, many
protein–protein interactions are temporary and proteins can
be found in different cellular compartment. Other limitations
include the nonspecific binding to protein A/G and other
contaminants. Despite this, the purification strategies used in
this report resulted in a low number of proteins identified in
the control IP (supplemental Table S2). Nevertheless, a selec-
tion of possible Cx43-interacting proteins identified in the MS
analysis was further validated by a combination of IP and
Western blotting (Fig. 1B). Two IP samples using the Cx43
antibody (IP) and two IP samples performed without anti-
body (IP) confirmed the presence of previously identified
proteins in the Cx43 IP. Cx43, nucleolin and the GTP-binding
nuclear protein Ran among other interactors were detected in
Cx43 IP samples, but not in control IPs performed without
antibody. The same number of cells was used for each IP, and
the whole-cell extracts that were used for IPs were previously
resolved by SDS-PAGE and visualized using silver staining
(Fig. 1B).
FIG. 1. Analysis of Cx43-associated proteins identified using mass-spectrometry. Primary chondrocytes in culture were lysed in the
presence of the nonionic surfactants Igepal and Tripton X-100 using a near-physiological-salt concentration of 150 mM NaCl to pull-down the
Cx43 (nonjunctional and junctional Cx43). Immunoprecipitated proteins using an antibody that specifically recognized the C-terminal tail of
Cx43 were identified using MS. Four different samples of chondrocytes from four healthy donors were analyzed. Overall, proteins were
identified with 95% peptide confidence (minimum value 1.3 of unused cutoff) A, Summary of the number of identified proteins. Proteins
identified as specific to the Cx43-IP but absent from the control IP (no antibody). The “more abundant proteins” in Cx43-IP relative to control
IP correspond to the number of proteins identified as most likely more abundant in the Cx43-IP than in the control-IP (peptide difference 2).
See supplemental Tables S1 and S2 for a complete list of proteins identified in the Cx43-IP and control IP. B, Whole-cell extracts (WCE) and
proteins immunoprecipitated with (IP) or without (IP) an antiCTD-Cx43 antibody were analyzed by silver staining and Western blotting. The
protein content of the WCE (input, without antibody) (images shown on the left) for each experiment (IP) (images shown on the right) was
previously analyzed by silver staining and Western blotting (Tubulin) (image shown on the top-left). Lanes represent 0.5% of the total WCE used
for each IP. The numbers (1–4) represent the WCE utilized for the corresponding experiment (IP). For the images shown on the right, lanes
represent the 25% of each IP C, Gene Ontology clustering of the protein set. GO analysis (27, 28) for identified proteins reveals a strong
enrichment for GO terms associated with cytoskeleton, nuclear localization, translation processes, cell adhesion, and motion and carbohydrate
metabolism. See supplemental Tables S1 and S2 for a complete list of the identified proteins.
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To explore the functions of the proteins associated with
Cx43, we analyzed the GO terms of the specific and more-
abundant identified proteins (Fig. 1C). We found significant
enrichment for GO processes directly linked with cytoskele-
ton, ribosome, plasma membrane, nucleus, and cell projec-
tion. Cytoskeletal proteins are an important class of contam-
inant proteins that was identified in a study to bind directly to
commonly used immunoprecipitated matrices (30). However,
the identified cytoskeletal proteins were enriched in our spe-
cific IP, but not in our control IP (supplemental Table S1).
Among the 31 identified cytoskeletal-related proteins, 15 were
implicated in cytoskeleton organization (Fig. 1C, Table I and
supplemental Table S1), and some of the identified cytoskel-
etal proteins are known to interact with Cx43 (-/-tubulin,
-actin, Ezrin, Myosin, Vimentin, or Vinculin).
The GO term translation (for Biological Process) is caused
by the presence of ribosomal proteins and other translation-
related proteins in the Cx43 IP (six proteins) compared with
the control IP (supplemental Table S1). Note that in this case,
the 40S and 60S ribosomal proteins have not been counted
in the GO term translation (Fig. 1C). MS results revealed
several interactors directly linked to nuclear activity, includ-
ing several histones and nucleolar-related proteins (Table II
and supplemental Table S1). Interestingly, a number of pro-
teins related to metabolic pathways (glycolysis/gluconeogen-
esis), protein folding and transport, cell adhesion, cell motion,
calmodulin binding, and cell-redox homeostasis was also
identified to interact with Cx43 (Fig. 1C and Table II).
Cx43 Nuclear and Perinuclear-Related Interactors—The MS
results suggest that Cx43 interacts with two components of
the nuclear translocation system: the GTP-binding nuclear
protein Ran (RAN) and importin  (KPNB1) (Table II and Fig.
2A). Additionally, using cNLS Mapper to predict nuclear lo-
calization signals (NLSs) specific to the importin pathway, we
identified two NLSs sites located on the C-Terminal tail of the
Cx43 sequence (Fig. 2B). In fact, the images obtained from
immunohistochemistry (IHC) experiments using an antibody
that specifically recognizes the C-terminal tail of Cx43 and
DAPI nuclear staining showed multiple positive spots for Cx43
in the nucleus (Fig. 2C). Cx43 was localized across the nuclear
margin and in nuclear foci (one to six per cell).
The identified nuclear-related proteins with a score 	 1.3
are listed in supplemental Table S1 and summarized in Fig. 2A
and Table II. Among the transcription-related interactors, such
as the TBP-interacting protein CAND1, several nucleolus-
related proteins were identified. The MS results suggest that
Cx43 interacts with the major nucleolar protein nucleolin and
with the transcription release factor PTRF, which is required
for rRNA transcription and termination.
Cx43 Interactors Colocalize with Cx43—To determine
whether the Cx43-associated proteins that were identified using
MS also associate with Cx43 in situ, we achieved immunofluo-
rescence techniques using antivimentin, antiHSP90B, and
monoclonal antiCx43 antibodies to determine if these two
candidate proteins colocalize with Cx43 (Fig. 3). Articular
chondrocytes in monolayer culture contain high levels of vimen-
tin that is mainly localized in the cytoplasm. Multiple positive
spots for Cx43 (green) were found to colocalize with positive
staining for vimentin (red) in the cytoplasm, at cell margin (mem-
brane), and in the cellular projections (Fig. 3A). The chaperone
HSP90 was also identified by mass spectrometry as a Cx43
interactor, and immunofluorescence assays suggested that this
protein colocalized with Cx43 in the cytoplasm and in the
plasma membrane (margin of the cells) (Fig. 3B).
Cx43-Associated Proteins Related to OA—Analysis of the
Cx43-associated proteins that were isolated from chondro-
cyte samples from early phase OA patients (grade 1, following
Mankin score, see material and methods) identified 157 pro-
teins, of which 153 were specific to the Cx43 IP and not iden-
tified in the control IP performed without antibody (Fig. 4A,
supplemental Tables S2 and S3). Eleven proteins, which in-
TABLE I
Example of Cx43-interacting proteins likely related to Cx trafficking,
GJ assembly, GJIC, and turnover (chondrocytes from healthy donors).
The cytoskeletal proteins that interact or colocalize with Cxs have a
critical functional importance in Cx trafficking and assembly of Cx into
GJs. Microfilaments and microtubules are involved in turnover mech-
anisms that compromise the control of GJIC. The values of peptide
probability or score, sequence coverage and number of peptides
found are shown in supplementary Fig. S1. Only proteins that show
95% confidence and score 1.3 were considered for this study
Protein GroupName Gene name
-a and ß-tubulinab TUBA1BTUBBTUBB2A
TUBB2C
-actina and actin related proteins ACTBACTR3BACTN4
Translocon-associated protein
subunit delta
SSR4
Myosin motor proteinsa (Myosin
ICb)
MYL12BMYH9MYO1B
Vimentina VIM
Vinculinab VCL
Talin-1b TLN1
Filamin A, alpha FLNA
Dihydropyrimidinase-related
protein 2
DPYSL2
SEC22 vesicle trafficking protein
homolog B
SEC22B
Gelsolin GSN
Profilin-1 PFN1
Erzinab EZR
Radixinb RDX
Moesinb MSN
Annexin A1bA2bA5 ANXA1ANXA2ANXA5
Caldesmon CALD1
Endoplasmin HSP90B1
Tropomyosin 4 TPM4
Proteasome subunit beta type-2 PSMB2
Ubiquitin-40S ribosomal protein
S27a
RPS27A
Cytoskeleton-associated protein 4 CKAP4
Thy-1 membrane glycoproteinb THY1
Protein S100-A6-A11-A10 S100A6S100A11S100A10
a Previously reported interactions of Cx43.
b Constituent part of the plasma membrane.
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cluded annexin A2, glutathione S-transferase and vimentin,
were more highly represented in the Cx43 IP than in the control
IP (supplemental Table S3); 73 proteins were identified as
Cx43-interactors in healthy and OA chondrocyte groups (sup-
plemental Table S3, see peptide difference); and 80 interactors,
including the 14-3-3 protein, integrin -5 and integrin -1 were
exclusively identified in chondrocytes fromOA patients (supple-
mental Table S3, see specific to OA versus healthy).
We next analyzed the GO terms of interactors identified in
OA samples and compared them to the results of the proteins
identified in healthy samples (Fig. 4B, gray bars). The results
showed an enrichment of Cx43 interactors related to cell
adhesion, extracellular matrix interaction, calmodulin binding,
nucleolus, translation and cytoskeleton-related proteins in OA
compared with healthy samples. Critical components for car-
tilage structure and function, such as collagen XII or collagen
VI, which exclusively localize to and delimit the pericellular
matrix, were only identified in OA samples (Table III and
supplemental Table S3). However, the mitochondrial proteins
SOD2 or ATP5J2 were only identified in samples from healthy
donors (supplemental Table S1).
The analysis of four different samples from patients with
moderate-stage disease (grade 3), revealed a set of 130
Cx43-interactors that were specific to the Cx43 IP (supple-
mental Table S4). Eighty-eight proteins were identified as
Cx43-interactors in both groups in the early and moderate
stages of the disease; 64 proteins were identified as interac-
tors in the healthy and moderate stage groups; and 32 inter-
actors, including HMG-1 and Zyxin, were exclusively identi-
fied in chondrocytes from patients with moderate-phase
disease (supplemental Table 4). The Cx43 interactors that
were exclusively found in healthy and OA samples and the
common interactors arranged by peptide difference are
shown in supplemental Tables S3 and S4 and summarized in
Table IV. The proteins were organized into different groups:
exclusive to moderate OA, exclusive to early OA, exclusive to
healthy, exclusive to OAs (both groups), specific to moderate
OA versus early OA and peptide differences between com-
mon interactors found in each group.
The IP and MS methodologies have limitations, and several
Cx43-interactors, such as the scaffolding protein zonula occu-
dens-1 (ZO-1) (13, 14) and several phosphatases that are
known to interact with Cx43, were not detected in this study.
Some of these interactions might depend on the cell cycle stage
in which the cells were taken for the IP experiments and the
methodology that was used (31, 32). The low expression of
tyrosine phosphorylated proteins and other signaling proteins
makes these proteins difficult to detect using this methodology.
On the other hand, a key factor in maintaining complex forma-
tion throughout the steps required for co-IP technique is the
lysis (IP) and wash buffers. We used a buffer with low ionic
strength and nonionic detergents (Nonidet P-40 and Triton
X-100) to maintain the protein–protein interactions during the IP
incubations. Using these conditions, we identified more than
100 Cx43-bound proteins (supplemental Tables S2–S4), sev-
eral of which are a constituent part of the plasma membrane.
However, the release of proteins from membranes presents
significant challenges. To increase the chance that a particular
membrane protein that interacts with Cx43 being detected by
MS, we mechanically disrupted the cells using a 25-G needle in
the presence of SDS and Sarkosyl. The presence of these ionic
detergents favors the solubilization of membrane proteins but
affects protein–protein interactions during the IP incubations.
Using these conditions, we were only able to identify 32 Cx43-
interactors (supplemental Table S5), and 29 were already iden-
tified as Cx43 interactors in samples from OA patients. Only
Cadherin-23, the four-span transmembrane protein 2 (MS4A7)
and Myosin-14 were exclusively identified as Cx43 interactors
TABLE II
Cx43-interacting proteins (represented as gene name) from chondrocytes of healthy donors using the Cx43 IP-based proteomic approach. The
values of peptide probabilityscore, sequence coverage and number of peptides found are shown in supplementary Fig. S1. Only proteins that
show 95% confidence and score 1.3 were considered for this study
GroupComplex Gene name
Nucleosome. Histones HIST1H1T, HIST1H2AC, H2AFJ, HIST2H2BF, H3F3A, HIST1H4A
Transcription related factors PTRF, NCL, CAND1, SND1, STAT1, RAN
RNA-binding proteins MVP*, HNRNPA1*, HNRNPA2*, HNRNPA3, HNRNPK, NLC, RAN*, PTRF
RNA transport*
RNA splicing HNRNPA1, HNRNPA2, HNRNPA3, HNRNPK, SNRPD3
Ribosome RPS16, RPS18, RPS19, RPS24, RPS26, RPS4X, RPS5, RPS7, RPS8, RPS9,
RPLP2, RPL11, RPL12, RPL15, RPL17, RPL21, RPL24, RPL26, RPL27A,
RPL3, RPL35, RPL35A, RPL36, RPL4, RPL6, RPL7, RPL7A
Translation EEF2, EEF1AL3, EEF1G, EIF5AL1
Endomembrane system (transport within the cell) KPNB1#, RAN#, LMNA, MVP#
Nuclear Pore Complex#
Mitochondrial SOD2, ATP5J2
Antioxidant activity PRDX1, SOD2
Generation of precursor metabolites and energy PKM2, ENO1, GAPDH, LDHA, ALDOA, PYGB, PGK1, SOD2
Protein folding and other-related proteins CRYAB, HSPA8, HSP90AB1, HSP90B1, PPIB, PPIA, HSPA5, P4HB, PDIA3,
HSPB1, SERPINH1
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under these experimental conditions (supplemental Table S5).
In addition, the analysis of membrane proteins by MS remains
challenging because of the hydrophobicity of transmembrane
domains, which are resistant to proteolysis. The resulting hy-
drophobic peptides are difficult to extract from in-gel digestions
and are difficult to solubilize in buffers compatible with MS.
These characteristics, together with the poor ionization of hy-
drophobic peptides, results in the loss of peptides during the
process andmakes the detection of low-abundance peptides in
a complex spectra by MS difficult (33, 34).
DISCUSSION
The mapping of protein interactions with Cx43 have aided
in understanding the formation and regulation of gating Cx43-
FIG. 2. Cx43-nuclear and perinuclear interactors. A, Cx43-associated proteins related to nuclear import and nuclear and perinuclear
localization. Schematic view of the nucleus and endoplasmic reticulum; black spots represent ribosomes. The nuclear envelopment is composed
of two lipid bilayer membranes, nuclear pore complexes, and the nuclear lamina. The outer nuclear membrane is continuous with the endoplasmic
reticulum. Some of the Cx43 nuclear-related interactors specific to Cx43-IP are represented and listed in the schematic representation (unique
peptides, 95% confidence). The complete list of identified proteins, number of identified peptides, sequence coverage, and score is found in
supplemental Table S1. B, Schematic representation of the C-terminal tail of the Cx43 protein showing the position of the two candidate NLSs that
are specific to the importin / pathway and identified using cNLS Mapper (93). The amino acid sequence and positions of each NLS are indicated
in green. C, DAPI staining and IHC using an antiCx43 antibody on primary human articular chondrocytes in monolayer culture. Merged images and
magnifications are shown. Red arrows indicate nuclear staining for Cx43; and green arrows indicate perinuclear Cx43-positive spots.
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based junctions in molecular detail and contributed to under-
standing the pathogenesis of diseases such as cardiac dis-
ease (35). Biochemical and molecular biology methods, such
as GST tag pull-down assays, yeast two-hybrid approaches,
in vitro studies, colocalization and co-IP, have been utilized to
identify Cx43-interactors (16, 17, 32, 36–45). However, to our
knowledge this study is the first, to combine the isolation of
human native Cx43 by IP and LC-MS/MS identification. The
FIG. 3.Colocalization of Cx43 with vimentin and HSP90 in articular chondrocytes. Immunofluorescence confocal microscopy was used
to study colocalization of two antigens in one cell. A, Images represent the double staining and DAPI in chondrocytes in monolayer culture that
were obtained from healthy human donors. Cx43 is detected in green, and vimentin is in red. B, Colocalization between HSP90 and Cx43 was
also studied in human chondrocytes in monolayer culture. Cx43 is shown in green, and HSP90 is in red color. Right panels; colocalization
graphs show the fluorescence intensity profile from a line crossing through the cell protrusions, the coincidence of fluorescence intensity
peaks, for both red and green, marks the colocalization of both proteins.
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meta-analysis to determine the degree of overlap between the
identified interactors in this study and the identified proteins in
previous studies revealed a set of proteins (n  108 for
healthy and n  129 for chondrocytes from OA patients) that
were exclusive to the present study (see Fig. 5) and 15 (for
healthy) and 28 (for chondrocytes from OA patients) common
interactors. The differences in protein detection between the
present and previous studies are most likely because of dif-
ferences in the cell type, methodology, detection sensitivity,
and purification strategies used.
Following our methodology, we have identified a large num-
ber of known and novel Cx43 interactors, some of which are
responsible for the development of human diseases. These
include proteins, such as Serpin H1, HnRNP-A2/B1, 78 kDa
glucose-regulated protein, collagens, and PPIase B, that are
related to connective tissue disorders and others, such as
alpha(B)-crystallin, which is responsible for the development
of myofibrillar myopathy and cataracts. HspB1 is related to
Charcot-Marie-Tooth disease, neuropathy and neurodegen-
eration; vinculin is related to cardiomyopathy; and Profilin-1 is
related to the development of amyotrophic lateral sclerosis
and neurodegeneration. Moreover, several interactors that
were identified in samples from healthy chondrocytes, such
as SOD2, vimentin, vinculin, gelsolin, or alpha-enolase, have
been previously reported to be altered in chondrocytes from
OA patients (46–53) (Table III) and early to severe stages of
the disease contain very high levels of Cx43 (23).
IP experiments were performed in vitro using cultured
chondrocytes. Chondrocytes were actively proliferating in an
asyncronic culture where cells are in different stages of the
cell cycle, whereas they were mainly in a resting stage in
normal tissue. This difference, together with physiological
conditions and the type of ECM molecules that interact with
chondrocytes in tissue, may affect the number of the Cx43-
associated proteins identified in this study and in particular
identification of Cx43 interactors related with cytoskeletal
proteins and proteins involved in cell-matrix adhesion and
cell-to-cell communication. Cartilage is very challenging tis-
sue because it is solid and mainly composed of collagen-rich
ECM with low cellularity. Extraction of proteins will require the
use of chaotropic agents incompatible with protein interac-
tions and IP experiments. These limitations make it impossible
to perform IP experiments using tissue as the starting mate-
rial. Still, the Cx43-associated proteins identified in this and
other studies finally depend on the Cx43 amino acid se-
quence and domains. We have identified a number of multiple
Cx43 interacting proteins that might help in understanding the
different cellular functions of Cx43. Further studies will be
FIG. 4. Analysis of Cx43-associated proteins identified in the OA samples. Four different samples of chondrocytes from four OA patients
were analyzed. A, A summary of the number of the identified proteins. Gray represents the Cx43 interactors identified in samples from OA grade
I. Proteins identified as specific to the Cx43-IP but absent from the control IP (no antibody). The number of proteins identified as most likely
more abundant in the Cx43-IP than in the control-IP (peptide difference 2). See supplemental Table S3 for a complete list of the proteins
identified in the Cx43-IP and control IP. B, GO analysis for the identified proteins. Overall, the proteins were identified with 95% peptide
confidence (minimum value 1.3 of unused cutoff). See supplemental Tables S1–S3 for a complete list of the identified proteins. Gray represents
the Cx43 interactors that were identified in samples from OA grade I patients.
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TABLE III
Example of Cx43-interacting proteins identified in this study that were previously reported to be altered in chondrocytes from OA patients
(46–53). # Interactors exclusively identified in samples from healthy donors. * Interactors that were only identified in samples from OA patients.
The remaining interactors were identified in both samples (healthy and earlymoderate OA). Protein Pilot Score, Amino acids sequence coverage
for the identified proteins (Cov.) and number of peptides (No. pept.) masses matchingnot matching the top hit from MS-Fit PMF. Only proteins
that show 95% confidence and score 1.3 were considered for this study
GroupComplex Protein name Genename
Healthy
OA (g. IIII) Score Cov. No. pept.
Extracellular matrix structural
constituent
Collagen alpha-1(I) chain COL1A1 Healthy 6 23.9 3
OA (g. III) 8.24 50 4
Collagen alpha-2(I) chain COL1A2 Healthy 4 31.3 2
OA (g. III) 2 40.7 1
Collagen alpha-1(VI) chain* COL6A1* OA (g. IIII) 21.2810.29 57.151.3 126
Collagen alpha-2(VI) chain* COL6A2* OA (g. IIII) 14.256 56.136.3 114
Collagen alpha-3(IV) chain* COL6A3* Healthy 2.84 7.4 2
OA (g. IIII) 95.4461.62 53.947.5 5434
Collagen alpha-1(XII) chain* COL12A1* OA (g. IIII) 23.4814.16 41.232.6 118
Carbohydrate metabolic processes Alpha-enolase ENO1 Healthy 8 21 4
OA (g. IIII) 26.8926.98 6558.1 1314
Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase
GAPDH Healthy 10.41 30.5 5
OA (g. IIII) 4.049.96 42.431.6 25
Fructose-biphosphate aldolase A ALDOA Healthy 2.01 8.8 1
OA (g. IIII) 2.17.56 43.738.5 14
Cytoskeleton related-proteins Vimentin VIM Healthy 81.76 87.1 48
OA (g. IIII) 124.378.96 10094.2 15853
Gelsolin GSN Healthy 2 6.8 1
OA (g. IIII) 2 9.81 17.439.1 15
Vinculin VCL Healthy 5.29 20.3 3
OA (g. IIII) 4.3213.21 40.545.3 27
Actin, cytoplasmic 1 ACTB Healthy 25.29 53.6 16
OA (g. III) 29.04 62.9 21
Erzin EZR1# Healthy 2 3.9 1
Moesin MSN Healthy 10.09 29.5 5
OA (g. IIII) 10.0212.35 59.153 67
Chaperone and Protein folding-related
proteins
Alpha-crystallin B chain CRYAB Healthy 4 26.3 2
OA (g. IIII) 13.734.18 65.747.4 72
Heat shock cognate 71 KDa protein HSPA8 Healthy 10.72 22.5 5
OA (g. IIII) 3.0413.06 35.842.9 28
Heat shock protein HSP 90-beta HSP90AB1 Healthy 7.26 17.4 4
OA (g. IIII) 2.8116.29 2834.7 28
Endoplasmin HSP90B1 Healthy 5.64 5.6 3
OA (g. IIII) 3.8222.57 31.138.5 211
78 kDa glucose-regulated protein HSPA5 Healthy 22.93 30.3 11
OA (g. IIII) 6.1432.82 53.460.6 317
Others Annexin A1 ANXA1 Healthy 10 30.6 5
OA (g. IIII) 10.87 6.15 47.427.2 63
Annexin A2 ANXA2 Healthy 52.03 65.8 30
OA (g. IIII) 54.5948.92 84.486.1 4030
Annexin A5 ANXA5 Healthy 2 19.7 1
OA (g. IIII) 2.052 32.820.6 11
Superoxide dismutase 
Mn, mitochondrial SOD2# Healthy 2 15.3 1
Prelamin-AC LMNA Healthy 26.38 44.7 15
OA (g. IIII) 39.9716.48 82.755.1 218
Eukaryotic translation initation factor 5A-2 EIF5A2 OA (g. I) 2 40.5 1
Elongation factor 2 EEF2 Healthy 14.35 21.1 7
OA (g. I) 9.219.24 35.934.4 59
Dihydropyrimidinase-related protein 2 DPYSL2 Healthy 2.37 18.9 1
OA (g. III) 7.31 35.1 4
Major vault protein MVP Healthy 2 3.9 1
OA (g. III) 2.3 31 1
GTP-binding nuclear protein RAN RAN Healthy 4 11.6 2
OA (g. I) 2.01 34.7 1
Integrin alpha-V ITGAV* OA (g. I) 2.03 20.9 1
Integrin beta-1 ITGB1* OA (g. IIII) 22 18.98.4 11
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necessary to fully understand the molecular roles of these
interactions under physiological conditions and in healthy and
disease states.
Especially noteworthy is the identification of several Cx43-
interactors related to the generation of precursor metabolites
and energy (Table II). Some of the Cx43-interactors identified
in this study are enzymes responsible for glycolysis and glu-
coneogenesis (ALDOA, GAPDH, PGK1, ENO1, and PKM2).
Notably, the glycolytic enzymes that were identified as Cx43-
binding proteins, except Lactate Dehydrogenase A, which is
implicated in the final step of anaerobic glycolysis, are in-
volved in the energy-generation phase of glycolysis, which
results in the net synthesis of ATP and NADH molecules. The
interactions between Cx43 and these enzymes most likely
play an important role in the cellular use of glucose. In fact, the
eye lens and articular cartilage of adults are avascular organs,
and because no blood supply reaches these tissues, it has
been reported that cells in these tissues are maintained by the
movement of fluids, ions, nutrients (e.g. glucose), and metab-
olites through a network of GJs (7, 54, 55). In addition, results
from different reports strongly suggest that inhibition of GJIC
modifies glucose uptake and that glucose levels modify Cx43
gene expression (56). Reduced levels of Cx43 alters the ex-
pression of the glucose transporters GLUT-1 and GLUT-3 and
type I and II hexokinases, which are enzymes responsible for
the phosphorylation of intracellular glucose to obtain a
charged molecule that cannot be transported through the
plasma membrane (57, 58). On the other hand, high-glucose
conditions have been shown to reduce Cx43 expression and
GJIC in normal conditions (59–61). However, increased levels
of Cx43 have been detected in pathological conditions, e.g.
during wound healing in diabetic rats and humans (62–64).
Consequently, cell metabolism and Cx43 appear to be inter-
connected. It would be interesting to study the role of Cx43 in
TABLE IV
Cx43-interacting proteins exclusively identified in samples from healthy, early OA and moderate OA patients. The table represents some of the
Cx43-interacting proteins that were exclusively identified for each group. For the complete list of interactors, see supplementary Table S4. The
values of peptide probabilityscore, sequence coverage and number of peptides found are shown in supplementary figures. Only proteins that
show 95% confidence and score 1.3 were considered for this study
Protein name Gene name Score Cov. No. pept.
Healthy ATP synthase subunit f, mitochondrial ATP5J2 2 13.8 1
Erzin EZR 2 3.9 1
Protein S100-A10 S100A10 2 14.4 1
Protein S100-A11 S100A11 2 10.5 1
Protein S100-A6 S100A6 2 16.7 1
Ras-related protein Rap-1A RAP1A 2 7.6 1
Superoxide dismutase 
Mn, mitochondrial SOD2 2 15.3 1
Thy-1 membrane glycoprotein THY1 4 24.2 2
Transforming protein RhoA RHOA 2 17.6 1
Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a RPS27A 2.3 24.4 1
Vesicle-trafficking protein SEC22b SEC22B 2 18.1 1
Early OA (grade I) 14–3-3 protein zetadelta YWHAZ 4 28.2 2
1,4-alpha-glucan-branching enzyme GBE1 2 13 1
Myosin-10 MYH10 11.36 46.5 7
Protein piccolo PCLO 1.81 19.2 1
Coatomer subunit alpha COPA 2 28.8 1
Destrin DSTN 2.14 44.2 1
Integrin alpha-V ITGAV 2.03 20.9 1
Matrin-3 MATR3 2.05 27.4 1
Septin-2 SEPT2 2 21.3 1
Transforming growth factor-beta-induced protein ig-h3 TGFBI 2.32 19.8 1
Vigilin HDLBP 3.84 34.6 2
Moderate OA (grade III) 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 2 PSMD2 2 7.3 1
A-Kinase anchor protein 2 AKAP2 2 24.7 1
AP-2 complex subunit alpha-1 AP2A1 2.82 16 2
ATP-citrate synthase ACLY 3.96 18.1 2
Coatomer subunit beta and gamma COPB1 2.03 16.8 1
COPG 6.47 24.5 4
Heterochromatin protein 1-binding protein 3 HP1BP3 2 17.9 2
High mobility group protein B1 HMGB1 1.73 23.7 2
LIM domain and actin-binding protein 1 LIMA1 3.07 28.7 2
LIM domain only protein 7 LMO7 2.53 25.9 2
Stress-70 protein, mitochondrial HSPA9 5.26 31.1 3
Transgelin TAGLN 1.39 42.3 1
Zyxin ZYX 2.01 14.3 1
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glucose metabolism in particular chondrocytes because dia-
betes has been suggested as a possible risk factor for devel-
oping OA and OA chondrocytes showed significantly elevated
Cx43 protein levels (23).
Recent studies have shown that Cx43 localizes to mito-
chondria (65–68), forms functional hemichannels, and plays
an important role during ischemic preconditioning (65, 66, 68,
69). During prolonged ischemia, ATP levels decrease, leading
to lowering of the pH and accumulation of reactive oxygen
species (ROS), which ultimately result in cell death. Several
studies have shown that mitochondrial Cx43 creates a pro-
tective, preconditioning effect during the early stages of car-
diac ischemia by most likely favoring ATP and/or glutathione
release to generate preconditioning and cell-protective func-
tions. In this report, the MS data revealed that Cx43 might
interact with the mitochondrial protein SOD2 and the mito-
chondrial membrane ATP synthase (ATP5J2). In addition, the
Hsp90 chaperone, which has been reported to be involved in
the translocation of Cx43 to the mitochondria (67, 70), has
been identified in this study and by other authors (67) as a
Cx43 binding protein. Importantly, SOD2 and ATP5J2 were
only identified as Cx43-interactors in samples from healthy
donors, and not in OA chondrocytes (supplemental Table S4).
The functional relation between Cx43 and the identified mito-
chondrial interactors will most likely help in understanding the
importance of normal mitochondrial function in degenerative
disorders or preconditioning.
Gene array analyses have indicated that Cx43 might repre-
sent a central node in the regulation of genome-wide expres-
sion (71–73). Full-length Cx43 and its C-terminal tail have
been localized to the nucleus, and translocation of the Cx43-
CTD into the nucleus modified cell growth, proliferation and
gene expression (22). It has been suggested that Cx43 might
regulate gene expression through the recruitment of tran-
scription factors to the proximal promoter element termed the
connexin response element (CxRE) (74, 75). Yet, how Cx43
can translocate into the nucleus and modify gene expression
has not been described. IP and MS analysis has identified two
possible Cx43-interactors involved in the RAN-GTP nuclear
transport cycle that could be involved in the translocation of
Cx43 to the nucleus, the GTP-binding nuclear protein Ran
(RAN) and importin  (KPNB1) (Fig. 3A). Additionally, the
C-terminal tail of Cx43 contains two potential NLSs that are
recognized by the importin / complex, which imports pro-
teins to the nucleus through the RAN-GTP cycle (Fig. 3B).
However, cNLS Mapper does not predict an importin -inde-
pendent NLS. Thus, we cannot rule out that additional sites in
the Cx43 sequence might be implicated in the translocation of
the protein to the nucleus. The identified Cx43-nuclear inter-
actors include several histones, transcription factors and nu-
cleolar proteins, such as nucleolin or the polymerase I and
transcript release factor (PTRF), which suggests that Cx43 or
its C-terminal tail might affect chromatin organization and
nucleolar activity.
The presence of possible interactors with known functions
directly linked to downstream transcription processes, such
as RNA splicing, processing, export and translation (Table II),
together with the perinuclear localization of Cx43 (Fig. 2C)
suggest a potential role of Cx43 in these processes. We have
identified several Cx43-interactors involved in post-transcrip-
tional regulation and mRNA processing. Some of these inter-
actors are integrated into the nuclear or endoplasmic reticu-
lum membranes. Together with the identification of several
Cx43-binding proteins involved in RNA transport, such as
hnRNPs, and translation, which include several ribosomal
proteins (Table II), these results suggest a possible role of
Cx43 in translation and protein biosynthesis that might be
related to RNA species transport across the nuclear and
endoplasmic reticulum system. On the other hand, the inter-
action of Cx43 with the Major Vault Protein (MVP) might be
related with the transport of different types of RNA, including
mRNA (76, 77), along cytoskeletal elements into dendritic
microtubules or the axonal compartment (78–81).
Components of the cell junction and cell projections and
proteins related to cell adhesion, motility, and extracellular
matrix interactions have been identified using MS as Cx43-
associated proteins, and these include several collagens, vin-
culin, talin, and annexins. The cell adhesion and ECM-recep-
tor interaction proteins collagen VI and XII and integrin
alpha-V and beta-I were only detected in samples from OA
patients. Moreover, it has been reported that residues 136–
158 of the cytoplasmic loop region of Cx43 contains a cal-
modulin-binding motif (42), and the MS data in this report
revealed that calmodulin-interacting proteins, such as calde-
FIG. 5.Meta-analysis of Cx43 mass-spectrometric data. Propor-
tional Venn diagram comparing the Cx43-asociated proteins that
were identified in the present study (dark gray circle) to those from
previous reports (purple circle). Overlap (green) includes proteins
present in both groups. Blue letters and asterisk (*) represent Cx43
interactors identified in samples from OA grade I. Some of these
previous studies used co-IP, colocalization or affinity techniques and
nuclear magnetic resonance using different types of cells and tissues
from rat, mouse, human, porcine, goldfish, rabbit, or chick. See the
reference list of some of the selected reports and reviews for meta-
analysis (16, 17, 32, 36–45). None of the previous studies were
performed using cartilage or articular chondrocytes.
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smon 1, several types of myosin and a diversity of cytoskeletal
proteins, also associate with Cx43 in OA samples. These
results suggest that Cx43, particularly in OA chondrocytes,
might play a (dys)functional role in cell adhesion and migra-
tion. In addition, caldesmon plays important roles in the mi-
gration of nonmuscle cells via regulating the actin-myosin
system (82), and caldesmon binding to myosin has been
reported to result in the enhancement of axon extension
(83). Interestingly, we have found that chondrocytes from
OA patients contain longer cellular extensions (more than
200 m in length) when compared with chondrocytes in
healthy cartilage (7). Further studies will be necessary to re-
veal the role of Cx43 in these processes and to discern its
function in OA chondrocytes.
Cx43 is a complex protein with multiple functions and cel-
lular localizations. The results reported here suggest that the
complex proteomic interactions with Cx43 may play impor-
tant functions in cell metabolism, gene transcription and
translation, cytoskeleton organization, motility, and cell–cell
and cell–matrix interactions. It is well documented that Cx43
is up- or down-regulated in a number of diseases such as
cancers, inflammation, and disorders such as Alzheimer’s
disease, Huntington’s disease, or OA (18, 23, 84–88). The
literature also indicates that mutations in the Cx43 sequence,
including single mutations in its C-terminal tail, are responsi-
ble for the development of diseases such as oculodentodigital
dysplasia (ODDD) (89–92). Many of these observations lack
the mechanistic understanding that is required for the devel-
opment of an effective therapy. The Cx43-interactors identi-
fied in this report will serve to gain a better understanding of
the cellular functions of Cx43 in health and disease. Although
the Cx43 sequence is well conserved from humans to fish,
several domains are only highly conserved among primates;
therefore, the results presented here can be extended as a
guide for further studies of Cx43 interactions in different hu-
man cell types.
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Objective: The development of chondrocytic cell lines has enabled the investigation of the role of cellular
phenotype and mechanisms in articular cartilage biology and physiopathology of several rheumatic
diseases. Among them, the T/C-28a2 cell line has become a common tool in cartilage research. Recent
results from our group have revealed that primary human chondrocytes in tissue and in monolayer
culture contain high levels of connexin 43 (Cx43) and are able to directly communicate through gap
junction (GJ) channels. These results challenge the existing thesis of cartilage physiology, that chon-
drocytes do not have the capacity to physically communicate with each other. Established cell lines offer
the advantage of convenience and uniformity; however, the establishment process may cause a
disruption of GJ. This study was performed to investigate if T/C-28a2 cells contain Cx43 protein and form
functional channels.
Methods: Cx43 was characterized by RT-qPCR, Western blotting, and immunohistochemistry (IHC).
Electrophysiology experiments, Lucifer Yellow (LY) uptake, electroporation in situ and scrape loading
assay were performed to test the functionality of GJs.
Results: T/C-28a2 cells express Cx43. Electrophysiology experiments and LY uptake conﬁrmed the ca-
pacity of these cells to communicate through GJ channels, although these cells contain signiﬁcant levels
of active c-Src kinase, presumably due to their immortalization with the Simian Virus 40 large T antigen.
The results were validated using primary chondrocytes (PC).
Conclusions: These results reveal that the T/C-28a2 line may provide a useful in vitromodel for the study
of Cx43 function and cell communication to understand the physiology of chondrocytes and cartilage.
 2014 Osteoarthritis Research Society International. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.o: F.J. Blanco, Rheumatology
bias de Arriba 84, 15006 A
98.
.D. Mayan, Cartilage Biology
a, Xubias de Arriba 84, 15006
6398.
as.es (M.D. Mayan), fblagar@
ternational. Published by Elsevier LIntroduction
Articular cartilage is a highly specialized connective tissue with
special mechanical properties that provides a smooth and fric-
tionless surface essential for the pain-free function of joints. Adult
cartilage is avascular and mainly composed of a dense extracellular
matrix (ECM). Articular chondrocytes survive in this challenging
environment embedded in small cavities called lacunae. Chon-
drocytes respond to mechanical stimuli, growth factors and cyto-
kines and are responsible for the formation andmaintenance of the
integrity of the ECM. Recent results from our group revealed for the
ﬁrst time that chondrocytes embedded in the cartilage matrix
contain at least two long cytoplasmic arms that spread along thetd. All rights reserved.
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Although some authors had already suggested the presence of
cytoplasmic projections, no previous studies have directly observed
intercellular connections between distant chondrocytes in the
cartilage matrix2. The intercellular communication occurs through
channels formed by connexin 43 (Cx43), called Gap Junctions
(GJ)1,3. The results revealed that the three-dimensional cellular
network mediated by GJ is involved in the synchronised regulation
of the metabolic and physiologic cartilage homeostasis1.
Connexins constitute a large family of trans-membrane proteins
that allow (a) intercellular communication through GJ channels via
direct transfer of ions, nutrients and small signalling molecules, (b)
ECMecell communication through single membrane spanning
channels, so-called hemichannels, and (c) channel-independent
functions upon cell proliferation and growth. Connexins are crit-
ical for cell metabolism, differentiation, and development and they
play a major role in malignant transformation. Articular chon-
drocytes express Cx43 and form functional GJ and hemichannels4.
In addition, previously reported results have implicated Cx43
hemichannels in the responses of rabbit and bovine articular
chondrocytes to mechanical loading5,6.
Connexin mutations, altered expression, or impaired GJ function
arecharacteristicof severaldiseases.Besides,upregulationofCx43has
been observed in inﬂammatory conditions in several tissues and on
proliferative cells in damaged zones of cartilage from patients with
osteoarthritis (OA)4. Because of the potential role of Cx43 in inﬂam-
mation, tissue degeneration, and in OA disease processes, the devel-
opment of appropriate in vitromodels is pivotal for the understanding
of the roles of Cx43 in chondrocyte physiology and pathology. Several
cell lines have been used as convenient in vitromodels to investigate
chondrocyte functions andalterations relatedwithdisease7.However,
given the existence of GJ intercellular communication (GJIC) in adult
cartilage, it is important to use an in vitro model capable of repro-
ducing the function of these channels. The results presented here
demonstrate that the T/C-28a2 human cell line contains functional
connexinchannels, indicating that thesecellsmayofferausefulmodel
to study chondrocyte and cartilage physiology.
Methods
Cartilage collection and processing, primary culture of chon-
drocytes, RNA isolation, and real-time PCR assays, immunohisto-
chemistry (IHC) and Western blotting were performed as
previously described1,4. Cells were pelleted to obtain micromass
and cultured in 15-ml conical tubes for 7 days using DMEM sup-
plemented with 10% foetal bovine serum (FBS). Cx43 antibody and
total c-Src antibodywere purchased from Santa Cruz Biotechnology
(sc-6560 and sc-19, Santa Cruz, CA). a-tubulin antibody from Sigma
(T9026, St. Louis, MO) and Phospho-Src (Tyr416) antibody from Cell
Signaling Technology (2101, Danvers, MA). Cx43 antibody used for
IHC was purchased from BD Transduction Laboratories (610062,
MA, USA). Primers used were speciﬁc for Cx43 (50-CAATC
ACTTGGCGTGACTTC-30 and 50-AACGAAAGGCAGACTGCTCA-30) and
for miRNA1-1 (50-GGCGTCCCGGGGTC-30 and 50-TGTGGAGTGCC
CCTCAGT-30). T/C-28a2 cells were cultured in DMEM supplemented
with 100 mg/ml Primocin (InvivoGen Primocin, California, USA)
and 15% FCS (Life Technologies Ltd, Madrid, Spain). The presence of
functional hemichannels was evaluated by uptake of Lucifer Yellow
(LY) (Cell Projects Ltd Kent, UK). LY (Mr of 547 Da) does not enter
in living cells except through hemichannels or GJ. Brieﬂy, cells were
washed with PBS containing 2 mM EGTA and immediately incu-
bated with PBS containing 0.4% LY for 30 min at 37C. Cells were
then washed with PBS supplemented with 10% dialysed FBS
(Silantes, Munich, Germany) and 3.2 mM CaCl2 and viewed under a
ﬂuorescent microscope (Nikon Eclipse Ti and NIS-Elementssoftware) to determine the number of ﬂuorescent cells as a mea-
sure of dye uptake. Cell viability was measured using trypan blue
excision method. Viability was always greater than 98%. LY dye
coupling assay to test the functionality of GJs was performed using
different techniques. Electrophysiological measurements and dye
injections were performed as previously reported4. Electroporation
in situ (InSitu Porator, Cell Projects Ltd  Kent, UK) was carried out
as before described1,8. For scrape loading assay, cells were seeded
on 12-well plates and cultured until the conﬂuence reached 70e
100%. Cells were rinsed two times with PBS and then three scrapes
were made using a needle, a tip, and a scalpel in the presence of
0.4% LY in PBS. Cells were incubated for 3 min at 37C. After
washing with a PBS containing 10% dialysed FBS, dye transfer was
captured using Nikon Eclipse Ti ﬂuorescent microscope and NIS-
Elements software. The distance of dye transfer from cutting site
to the farthest visual uptake of dye indicates the GJ connectivity in
cells. Cells were treated with the Cx43 mimetic peptide blocker
GAP27 as previously reported1. Datawere analysed using GraphPad
Prism software (version 5.00). Signiﬁcant differences between
sample groups were assessed using Student’s t test and the Manne
Whitney test. Signiﬁcant differences are represented as *P < 0.05
and **P < 0.01. Data are presented as the mean  S.D. n represents
the number of independent experiments. In case of primary
chondrocytes (PC) n is the number of independent experiments
using chondrocytes from different donors.
Results
Quantitative gene expression analysis using real-time RT-PCR
revealed that the T/C-28a2 cell line expresses low levels of Cx43
mRNA in comparison with human PC isolated from articular
cartilage from adult donors [Fig. 1(A)]. Western blot experiments
showed the presence of Cx43 protein in T/C-28a2 cells [Fig. 1(B)]. To
examine the localization of Cx43, we conducted IHC experiments
coupled with Gill’s haematoxylin counterstaining using a mono-
clonal anti-Cx43 antibody and cells in monolayer and 3D cultures
[Fig. 1(B)]. Cx43 was mainly localized in the cytoplasm and in at the
cell-margins between two adjacent cells.
The existence of functional non-junctional channels was tested
by cellular uptake of LY [Fig. 1(C)]. Dye uptake occurred inw92% of
PC as well as T/C-28a2 cells in monolayer culture, as quantiﬁed by
LY incorporation over a 30-min period. No signiﬁcant difference in
LY uptake was observed.
To test if T/C-28a2 cells are electrically coupled to each other by
voltage-dependent GJ, we conducted a dual voltage-clamp method
and whole-cell/perforated patch recording to control the mem-
brane potential of both cell pairs and to measure currents. The
junctional current recordings showed the basic type of coupling for
voltage-dependent behaviour pattern described for GJ [Fig. 1(D)].
Dye injection (ﬂuorescent glucose, NBDG) in a single cell conﬁrmed
the functionality of GJ in T/C-28a2 cells. Dye transfer between cells
in membrane contact was monitored for 12 min [Fig. 1(E)].
The GJ connectivity was further assessed through in situ elec-
troporation and scrape loading assays [Fig. 2(A) and (B)]. Quanti-
ﬁcation of GJIC revealed extensive transfer (4e12 cells deep, score
4.66) of LY between PC [Fig. 2(A)]. In addition, inhibition of GJIC
using 250 mM of GAP27 for 1 h signiﬁcantly reduced the transfer of
LY between cells (1e3 cells deep, score 1.30). Lower levels of
transference were detected when LY was electroporated into T/C-
28a2 cells (0e2 cell deep, score 0.24) [Fig. 2(A)]. Scrape-loading
LY transfer technique conﬁrmed coupling in cultures of the T/C-
28a2 cells. 250 mM of GAP27 for 1 h signiﬁcantly reduced GJIC be-
tween adjacent cells [Fig. 2(B)]. PC highly transferred LY to adjacent
cells (7e12 cells deep). T/C-28a2 cells showed less coupling (1e
4 cells deep) than PC [Fig. 2(B)].
Fig. 1. T/C-28a2 cells contain functional Cx43 channels. (A) Expression analyses of Cx43 mRNA by real-time RT-PCR in PC isolated from the cartilage (PC) of adult donors and T/C-
28a2 (T/C) cells. Data were normalized to HPRT1 levels. Data are represented as the mean  S.D. with n ¼ 5. **P ¼ 0.0043; ManneWhitney test. (B) Western blots of T/C-28a2 cells
from two conﬂuent monolayer cultures. a-tubulin was used as loading control. IHC using the monoclonal anti-Cx43 antibody and cells on monolayer (left) and pellet (right) cultures
after 7 days of culture in micromass. (C) Both cell types showed LY uptake consistent with hemichannels behaviour. The percentage of LY positive cells was calculated from six ﬁelds
of view from two independent experiments (mean  S.D.). (D) Voltage-gating properties of T/C-28a2 cells. (E) Dye (NBDG) ﬂux in T/C-28a2 cell pairs. A pipette containing the dye
was attached to the cell on the right in the whole cell conﬁguration. Epiﬂuorescent micrographs were taken at 0, 10, and 17 min after dye injection into the right-sided cell.
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conﬁrmed that T/C-28a2 cells produce signiﬁcantly less Cx43 pro-
tein than PC [Fig. 2(C)]. In addition, higher levels of total c-Src ki-
nase and active Tyr 416-phosphorylated c-Src were detected in T/C-
28a2 cells. IHC assays using antibodies against total c-Src showed
localization in the cytoplasm and in the membrane between adja-
cent cells [Fig. 2(D)]. However PC only showed cytoplasmic c-Src
expression [Fig. 2(D)].
Discussion
There is strong evidence that chondrocyte cellecell interactions
play a critical role in chondrogenesis and in cartilage physiology.
This cross-talk between articular chondrocytes includes direct
contact-dependent gap junctional pathways1,4,9,10. Although the
cell communication involving GJ has been less studied, this system
seems to play a pivotal role in chondrocyte metabolism and phys-
iology in adult cartilage1,9 and alteration in Cx43 function may be
associated with the development of OA4.
Only a few researchers have access to cartilage samples from
human origin. It is also difﬁcult to obtain a large number of cellsfrom cartilage derived from a single patient to perform cell culture
experiments. Also, in PC from humans or animals, loss of chon-
drocyte phenotype occurs upon expansion in serial monolayer
culture. The lack of a reproducible source of chondrocytes lead to
the establishment of several chondrocyte lines derived from
humans and animals. However some lines have limitations in the
expression of type-II collagen. T/C-28a2, which was derived from
primary cultures isolated from costal cartilage from 15-years-old
female using the SV40 large T antigen, express genes encoding the
chondrocyte-speciﬁc matrix molecules, including type-II collagen
and proteoglycans11. The present study shows that T/C-28a2 cells
form functional connexin channels as demonstrated by dye uptake
and electrophysiology experiments [Fig. 1(C) and (D)e(F)]. LY up-
take by single cells is equal in both cell types [Fig. 1(C)]. Interest-
ingly, the treatment of cells with the Cx43 mimetic peptide, GAP27,
did not decrease LY uptake from extracellular medium by single
cells [Fig. S1(A)]. It has been reported that chondrocytes express
pannexins which form non-junctional channels that share similar
membrane topology and similar electrical and chemical properties
with hemichannels formed by connexins. Actually, PC and T/C-28a2
cells express high levels of pannexin 1 in comparison with the
Fig. 2. GJIC between cells. (A) In situ electroporation on a partly conductive slide for the measurement of the intercellular junction transfer of LY. Cells were electroporated in the
presence of 5 mg/ml of LY. After washing off the unincorporated LY, the cells were photographed under phase contrast or ﬂuorescence illumination. The solid red lines deﬁne the
conductive (on the left) and nonconductive side points (on the right). Original magniﬁcations 10 and 20. The graph represents the number of contacted cells into which the dye
was transferred per electroporated border cell (means  S.D). n ¼ 6 **P < 0.01, ***P ¼ 0.0002; ManneWhitney test, untreated (PC) vs GAP27 and PC vs T/C-28a2. (B) Scrape load/dye
transfer assay was performed to examine GJ activity. The distance of dye transfer from cutting edge (solid vertical red line and green stars) to the farthest cells with the dye uptake is
represented by horizontal red arrows or yellow stars. (C) Western blot assays to detect the amount of Cx43 and c-Src present in PC and T/C cells. a-tubulin was used as loading
control. (D) IHC of T/C-28a2 cells and PC using anti-c-Src antibody. The negative controls are shown on the right.
R. Gago-Fuentes et al. / Osteoarthritis and Cartilage 22 (2014) 586e590 589housekeeping gene HPRT1 [Fig. S1(B)]. Future studies will elucidate
the different activities and functions of non-junctional channels
formed by connexins and pannexins in articular chondrocytes.
Our results show that T/C-28a2 cells express lower levels of
Cx43 mRNA and Cx43 protein than PC [Fig. 1(A) and Fig. 2(C)]. In
accordance with these data, dye uptake and electrophysiologyexperiments show lower level of GJIC in this cell line [Fig. 1(D) and
Fig. 2(A), (B)]. Several potential regulators can affect to GJIC in T/C-
28a2 cells. Among them, SV40-LT activates c-Src12 and phosphor-
ylation of Cx43-C-terminal tail by the c-Src tyrosine kinase are
known to negatively regulate GJIC13. Western blotting and IHC
show that T/C-28a2 cells contain relatively high levels of the active
R. Gago-Fuentes et al. / Osteoarthritis and Cartilage 22 (2014) 586e590590form of c-Src that localizes in themembrane between adjacent cells
[Fig. 2(C), (D)]. The detection of diffuse upper Cx43 immunoreactive
bands by Western blot analysis [Fig. 2(C)] suggests post-
transcriptional modiﬁcations of Cx43 in T/C-28a2 cells that are not
present in the Cx43 from PC. In addition, the basic type of coupling
between T/C-28a2 cells [Fig. 1(D)] could also suggest heteromeric
coupling14. The changes in Cx43 expression or GJIC in PC and T/C-
28a2 cells may be also a consequence of some alteration during
primary culture. Chondrocytes in articular cartilage express lower
levels of Cx43 and contain less Cx43 protein than chondrocytes in
monolayer culture [Fig. S2(A, B)]. Furthermore, T/C-28a2 cells and
chondrocytes in tissue contain higher levels of miRNA1-1
[Fig. S2(C)], which may down-regulate Cx43 expression15, but this
may not occur in isolated PC in culture.
In conclusion, the T/C-28a2 cells, in addition to expressing spe-
ciﬁc markers of articular chondrocytes11, appear to have the ability
to form functional non-junctional and GJ channels between cells.
The in vitro system described here may provide a useful model for
the study of chondrocyte metabolism, physiology and mechanical
properties and for the identiﬁcation of the physiological and phar-
macological agents capable of interfering with chondrocyte celle
cell or cell-matrix communication in articular cartilage.
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of anti-dsDNA-antibodies quantiﬁed by ELISA decreased and
anti-ds-DNA-antibody titres assessed by crithidia luciliae
immunoﬂuorescence-test even turned negative (ﬁgure 1D).
During the following three cycles, organ manifestations
remained absent, disease activity remained low
(SELENA-SLEDAI 4) (ﬁgure 1A–C), antibody levels declined
further and antibody titres remained negative (ﬁgure 1D). By
contrast, only very slight and transient decreases in the levels of
total Ig were observed suggesting a speciﬁc effect on auto-
antibodies. Additionally, the daily dose of glucocorticosteroids
could be reduced step by step, from 30 mg/day at baseline to
10 mg/day after the fourth cycle (ﬁgure 1E). The clinical
response was associated with cyclic and treatment-related
increases of the CD25++Foxp3+CD127lo Treg population
(ﬁgure 1F). Treg from this patient showed an intact suppressive
function, as assessed on day 57 and day 83 by in vitro suppres-
sion assays (data not shown). Only marginal effects on other cell
subsets were observed. In general, the therapy was very well tol-
erated, and adverse events, which included erythema at the
injection site, increased day and night sweats, and one episode
of fever, were mild and transient.
Six weeks after the last cycle, the patient presented with a
moderate disease ﬂare due to recurrence of skin manifestations
and myositis (SELENA-SLEDAI 10) accompanied by rising anti-
body levels, requiring an increase in glucocorticosteroids and
the reinitiation of the previous treatment.
In summary, these data provide the ﬁrst evidence for the clin-
ical efﬁcacy of a subcutaneous low-dose IL-2 therapy in conjunc-
tion with the boosting of Treg activity in SLE and strongly
support the rationales of this selective biological treatment
strategy.
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ABSTRACT
Objective This study investigated whether chondrocytes
within the cartilage matrix have the capacity to
communicate through intercellular connections mediated
by voltage-gated gap junction (GJ) channels.
Methods Frozen cartilage samples were used for
immunoﬂuorescence and immunohistochemistry assays.
Samples were embedded in cacodylate buffer before
dehydration for scanning electron microscopy. Co-
immunoprecipitation experiments and mass spectrometry
(MS) were performed to identify proteins that interact with
the C-terminal end of Cx43. GJ communication was
studied through in situ electroporation, electrophysiology
and dye injection experiments. A transwell layered culture
system and MS were used to identify and quantify
transferred amino acids.
Results Microscopic images revealed the presence of
multiple cellular projections connecting chondrocytes within
the matrix. These projections were between 5 and 150 mm
in length. MS data analysis indicated that the C-terminus
of Cx43 interacts with several cytoskeletal proteins
implicated in Cx trafﬁcking and GJ assembly, including α-
tubulin and β-tubulin, actin, and vinculin. Electrophysiology
experiments demonstrated that 12-mer oligonucleotides
could be transferred between chondrocytes within 12 min
after injection. Glucose was homogeneously distributed
within 22 and 35 min. No transfer was detected when
glucose was electroporated into A549 cells, which have no
GJs. Transwell layered culture systems coupled with MS
analysis revealed connexins can mediate the transfer of
L-lysine and L-arginine between chondrocytes.
Conclusions This study reveals that intercellular
connections between chondrocytes contain GJs that play a
key role in cell–cell communication and a metabolic
function by exchange of nutrients including glucose and
essential amino acids. A three-dimensional cellular network
mediated through GJs might mediate metabolic and
physiological homeostasis to maintain cartilage tissue.
INTRODUCTION
Articular cartilage covers the ends of bones to facili-
tate the painless, low-friction movement of synovial
joints. This tissue contains extracellular matrix
(ECM) that is primarily composed of type II colla-
gen and proteoglycans. Chondrocytes are highly
specialised cells embedded in the ECM that
provide cartilage with its remarkable mechanical
properties. The cells occupy less than 10% of the
total volume of articular cartilage but are respon-
sible for the formation, maintenance and repair of
the tissue throughout adult life.1 Unlike bone and
other connective tissues, adult cartilage is an avas-
cular, alymphatic tissue that is not innervated.2 3
Chondrocytes are isolated in small cavities known
as lacunae. This characteristic has given rise to the
notion that chondrocytes are not directly connected
with each other and that they communicate with
other chondrocytes primarily through the diffusion
of substances in the matrix. However, proper
cell-to-cell communication is essential for the organ-
isation of a timely and uniform response to physical
or biological stimuli or cell damage or simply to
maintain tissue homeostasis. The lack of blood
vessels and lymphatics and the relative isolation of
the cells have been proposed to underlie the poor
regenerative capacity of cartilage. This, however, is
most likely not the case for articular cartilage, as
ageing reduces the cell density and cartilage thick-
ness, which allows the tissue to maintain its structure
and function.4 5 However, the progressive degener-
ation of the articular cartilage matrix leads to osteo-
arthritis (OA), which is one of the most common
causes of pain and disability in the Western world.
OA is a degenerative joint disease characterised by
the degeneration and subsequent loss of articular
cartilage structure and function.6–9
We have recently shown that human articular
chondrocytes express integral membrane proteins
known as connexins (Cxs).10 Cxs form hemichannels
that in turn form gap junctions (GJs) to directly
connect the cytoplasm of two adjacent cells. GJs are
responsible for the chemical and electrical coupling
that occurs in neuronal synapses and the coordinated
depolarisation of cardiac muscle.11 These channels
enable the exchange of small hydrophilic molecules,
including second messengers such as inositol
1,4,5-triphosphate (IP3), cAMP, glutamate and
ATP,12–17 which serve a variety of functions. We have
demonstrated that primary chondrocytes from
human adults retain the capacity to communicate
through voltage-gated GJ channels.10 The presence
of functional GJs, together with other previously
unpublished results obtained by our group using
optical microscopy, led us to further investigate the
morphology of articular chondrocytes in tissue.
MATERIALS AND METHODS
Cartilage collection and processing
Human knee and femoral head articular cartilage
samples were obtained from adult donors after joint
surgery after informed consent and Institutional
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Ethics Committee approval. Fresh cartilage explants from Sus
scrofa were generously donated by the veterinary area of the
INIBIC-Hospital Universitario A Coruña. In situ cartilage samples
were frozen immediately in Cryomold Standard using Tissue-Tek
O.C.T. compound and isopentane in liquid nitrogen and stored at
−80°C. For the isolation and culture of primary chondrocytes, the
fresh cartilage surface was rinsed with saline. A scalpel was used to
cut parallel vertical sections, which were subsequently incubated
with trypsin-EDTA solution (0.5 mg/mL) for 10 min at 37°C.
After removing the trypsin solution, the cartilage slides were
treated for 16–18 h with 2 mg/mL clostridial collagenase type IV
(Gibco BRL, Invitrogen, Carlsbad, California, USA) in Dulbecco’s
modiﬁed eagle’s medium (DMEM), supplemented with 5% foetal
calf serum (FCS; Gibco, Invitrogen) to release the cartilage cells.
The cells were then seeded onto 25 cm2 (250 000 cells), 75 cm2 (2
million cells) or 162 cm2 (3 million cells) ﬂasks and incubated at
37°C in 5% CO2 and air in DMEM supplemented with 100 mg/
mL Primocin (Invivo Gen Primocin) and 15% FCS.10 The cells
were grown to ∼80–90% conﬂuence. Chondrocytes were used for
experiments during the third or fourth week of primary culture
(see online supplementary figure S1).
Tissue processing and immunohistochemistry (IHC) assays
Cartilage sections were serially sectioned (4 mm) at −20°C in a
Cryostat (Leica CM1510). The tissue sections were ﬁxed with
acetone for 10 min at 4°C, dried at room temperature (RT) and
washed for 10 min with PBST (PBS with 0.1% Tween 20, pH
7.6). Before staining, endogenous peroxidase activity was inhibited
by incubation with H2O2 and methanol for 10 min. The cells were
then washed once with PBST, and the primary antibody was
applied for 1 h at RT. After three washes with PBST for 10 min
each, the sections were incubated with a peroxidase-labelled
polymer conjugated to goat anti-mouse/rabbit Ig (Dako, Denmark)
for 1 h. After three washes with PBST, peroxidase activity was
developed using a freshly prepared substrate chromogen solution
containing 3,3-diaminobenzidine tetrahydrochloride and H2O2
(Dako, Denmark). The sections were washed in distilled water,
counterstained with Gill’s haematoxylin, gradually dehydrated
with graded alcohol and mounted in xylene with Depex (Serva,
Germany). The cultured cells were seeded (25 000 or 250 000
cells) onto chamber slides and ﬁxed with acetone for 10 min at
4°C, dried at RTand washed for 10 min with PBST before follow-
ing the procedure described above. Negative controls (omitting
the primary antibody) were performed to test the speciﬁcity of
each antibody. Anti-Cx43 (610062) was supplied from BD
Transduction Laboratories. Anti-Collagen II (MAB1330) was
obtained from Millipore. Anti-Sox9 (ab76997) was purchased
from Abcam and anti-CD31 (M0823) from Dako. Tissue sections
were also counterstained with Gill’s haematoxylin or with
40,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI). The slides were imaged
using an Olympus BX61 microscope and a DP71 digital camera
(Olympus). Image calibration was performed with AnalySISD V.5.0
software (Olympus Biosystems, Hamburg, Germany).
Scanning electron microscopy
Tissues frozen in the Tissue-Tek O.C.T. compound and stored at
−80°C were cut into pieces with a scalpel, defrosted at RT by
immersion in 0.2 M cacodylate buffer, pH 7.4, dehydrated in a
graded series of ethanol, dried using the critical point method
and coated with gold using a sputter procedure. Images were
obtained at RT using a Jeol JEM 6400 Scanning Electron
Microscope at 20 kV and Inca Energy V.200 software.
Co-immunoprecipitation
Immunoprecipitation (IP) experiments were performed with
primary chondrocytes from human adults. Because lysis and solubil-
isation can disrupt protein–protein or protein–membrane interac-
tions, to identify Cx43-interacting partners, the cells were
cross-linked using a low concentration of formaldehyde (1%) for
15 min at RT.18 The cross-linking reaction was quenched for 10 min
by adding 1M glycine to a ﬁnal concentration of 0.125 M. After
cross-linking, the cells were collected, washed with PBS and frozen
at −80°C. The cells were then resuspended in 1000 mL of IP lysis
buffer containing protease inhibitors (Sigma) and 1 mM PMSF
(50 mM Tris–HCl, pH 7.5, 5 mM EDTA, pH 8, NP-40 0.5% vol/
vol, 1.0% vol/vol Triton-X and 150 mM NaCl). The lysates were
precleared by incubation with 50 mL of protein G sepharose (50%
slurry). The anti-CTD-Cx43 antibody (SC-20; Santa Cruz
Biotechnology) was then added to the precleared lysates, followed
by protein G sepharose beads (50 mL of 50% slurry), and the
samples were incubated overnight at 4°C. To discard
non-speciﬁc-binding proteins, Co-IP experiments were also per-
formed in parallel without antibodies. The beads were washed four
times with IP buffer. The bead pellets were suspended in loading
buffer (10% SDS, 0.2 M Tris, pH 6.8, 50% glycerol, 0.1% (w/v)
bromophenol blue (5×) containing 1.42M 2-mercaptoethanol) and
boiled for 10 min. The supernatants were collected and stored at
−80°C. Silver stain analysis of the IPs and western blots was used to
determine the speciﬁcity of the interactions. For SDS-PAGE gel elec-
trophoresis, 5 mL of the denatured immunoprecipitated proteins
were loaded and separated on 10% polyacrylamide gels. The gels
were electroblotted onto polyvinylidene ﬂuoride membranes
(Millipore Co, Bedford, Massachusetts, USA). The membranes were
blocked with 5% milk in PBS containing 0.1% Tween-20 (Sigma).
After probing with antibodies, the membranes were developed using
an ECLWestern Blotting Detection reagent from GEHealthcare.
Identiﬁcation of proteins using SDS-PAGE and nanoLC
MALDI-TOF/TOF
Immunoprecipitated proteins were loaded and separated by
SDS-PAGE on 10% acrylamide gels in a Protean mini-gel system
(Bio-Rad, Hercules, California, USA). The gels were stained with
Coomassie Brilliant Blue G25, and the resulting lanes were size-
fractioned into three sections that were subsequently processed
independently and subjected to in-gel digestion following a stand-
ard procedure.19 The peptide fractions were separated using
reverse-phase chromatography in a nanoLC system (Tempo,
Eksigent, Dublin, California, USA) and deposited onto a MALDI
plate using an automatic spotter (SunCollect, Sunchrome,
Friedrichsdorf, Germany). The mass spectrometry (MS) runs for
each chromatogram were acquired and analysed in a
MALDI-TOF/TOF instrument (4800 ABSciex, Framingham,
Massachusetts, USA). The identiﬁcation of peptides and proteins
and the relative quantiﬁcation of their abundances were performed
using the Protein Pilot software V.3.0 (Applied Biosystems) with a
Paragon Algorithm. The MS/MS data were searched against the
UniProt/Swiss-Prot database of protein sequences (UniProt
Swiss-Prot 2010_2012) using the following parameters: cysteine
alkylation with IAA, urea denaturation, one missed cleavage
allowed in trypsin digestion and focus on biological modiﬁcations.
Only proteins with a threshold >95% conﬁdence (>1.3 Unused
Score) were considered for protein identiﬁcation.
Image recording and data analysis
To determine the intercellular permeability of glucose and oligo-
nucleotides, we employed previously published methods.20 21
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Primary human chondrocytes were placed on an inverted micro-
scope for probe injection. Micropipettes were pulled from capil-
lary glass with a vertical pipette puller and backﬁlled with either
1 mM glucose or 0.5 mM of oligonucleotide in pipette solution
as described previously.15 A 12-mer morpholino was used as
previously reported.15 Both probes were injected into one cell
of a monolayer of primary chondrocytes obtained from human
adults, as previously reported.20 The data recording and analysis
were performed as previously described.17 20
Electroporation in situ
The quantiﬁcation of GJ intercellular transference was performed
as previously described.22 23 Brieﬂy, the system (InSitu Porator,
Cell Projects Ltd) was used to introduce tracer dyes and other
molecules into cells growing on a transparent electrode in a non-
traumatic manner (cells located to the right of the electrode; see
ﬁgure 5B), and GJ-based transfers are detected by diffusion of the
dye to adjacent, non-electroporated cells (cells located to the left
of the electrode). The cells were grown on glass slides, half of
which was coated with electrically conductive, optically transpar-
ent, indium-tin oxide. A total of 400 mL of the ﬂuorescent glucose
tracer, 2-NBDG (1 mg/mL in HBSS without calcium), was applied
to the cells and introduced through an electrical pulse (mild
setting, 20 V). The electroporation solution was then aspirated,
and the cells were incubated at 37°C for 4 min in DMEM supple-
mented with 10% dialysed FBS. The cells were then ﬁxed with
4% formaldehyde in PBS for 2 min at RT. The migration of the
dye through GJs to non-electroporated cells growing on the non-
conductive area of the slide was observed under ﬂuorescence illu-
mination using an inverted ﬂuorescence microscope (Inverted
Research Microscope Eclipse Ti, Nikon) with imaging software
(NIS-Element AR, V.3.0).
Metabolic capture assay
A layer culture system was used to study the transference of
amino acids as previously described14 24–27 with some modiﬁca-
tions. Brieﬂy, ‘donor’ primary human chondrocytes were cul-
tured in SILAC DMEM containing 10% dialysed FBS and
supplemented with 73 mg/mL of [13C6]-L-lysine, 28 mg/mL of
[13C6,
15N4]-L-arginine and 10× L-glutamine, designated
‘labelled’ medium. The same number of primary chondrocyte
‘receiver’ cells was cultured in non-labelled SILAC DMEM con-
taining 73 mg/mL L-lysine and 28 mg/mL L-arginine,
L-glutamine and 10% dialysed FBS. The cells were expanded in
labelled or non-labelled medium for six doublings. The receivers
were plated onto inverted inserts containing porous membranes
suitable for cell culture (12 mm Transwell with a 3.0 mm Pore,
Corning) or into each well of a six-well cluster plate as ‘control
receivers’. After adhering to the membranes, the inserts contain-
ing receiver cells were turned right-side-up and plated into
six-well plates. The donors and receivers are able to make con-
tacts through cellular projections and to form GJs through the
pores in the membrane, which measure 3 mm in diameter and
are small enough to block cells greater than 10 mm in diameter
from migrating to the other side of the membrane (cells incu-
bated on the top of the membrane overnight did not migrate
through the membrane) within the time frame of the assay (4 h
after the donors were plated above the receivers). The cells were
scraped with a sterile rubber policeman (Sigma-Aldrich), col-
lected in PBS in 1.5 mL tubes (Eppendorf) and stored at −80°C.
Each cell pellet was lysed in 112.5 μL of lysis buffer (10 mM
Tris, pH 8.0, 10 mM EDTA, pH 8.0, 1% NP-40, 1 mM PMSF)
for 20 min at 4°C, diluted with 634.5 μL of dilution buffer
(10 mM Tris, pH 8.0, and 10 mM EDTA, pH 8.0), sequentially
ﬁltered through 50 and 3 kDa Centricon ﬁlters (KDa, Amicon)
and frozen at −80°C. The fractions corresponding to molecules
less than 3 kDa were dried in a SpeedVac (Savant SPD 121p,
Thermo). Identiﬁcation and quantiﬁcation of free amino acids
were performed using ESI*/LC/MS-Orbitrap. Prior to the LC
analysis, the amino acids were derivatised using the EZ:faastTM
kit according to the manufacturer’s protocol (EZ:faast LC-MS
for the free physiological amino acid kit; Phenomenex, USA).
Calculations were performed using the data analysis portion of
the software that controls the analytical system (Xcalibur
V.2.0.7, Thermo Scientiﬁc, USA).
Statistical analysis
Data were analysed using GraphPad Prism software (V.5.00).
Signiﬁcant differences between sample groups were assessed
using Student t test and Mann–Whitney test. Signiﬁcant differ-
ences are represented as *p<0.05 and **p<0.01. Data are pre-
sented as mean±SEM.
RESULTS
Articular chondrocytes have long, thin cytoplasmic arms
extending from the cell body to connect with distant
lacunae
Gill’s haematoxylin-stained histological sections of cartilage
from S scrofa revealed the presence of multiple projections that
cross the matrix and speciﬁcally join cells located in different
lacunae (see ﬁgure 1A and online supplementary ﬁgure S2).
While these projections were primarily located in the superﬁcial
to middle zones, they were also observed in the deepest zones
of the cartilage. IHC analysis of cartilage from human adults,
performed with anti-Col2A and anti-Sox9 antibodies, suggested
the presence of long cellular projections (ﬁgure 1B), ranging
from 5 to 150 mm in length, between distant lacunae (see online
supplementary ﬁgure S3). Cells with projections showed positive
signals for both antibodies (ﬁgure 1B). A more detailed examin-
ation by confocal microscopy showed further evidence for the
presence of long cytoplasmic extensions that project from the
cell body and span several cell micrometres within the matrix to
reach a distant lacuna (ﬁgure 1C).
The structure of the cartilage does not favour the identiﬁca-
tion of cell elements, projections or other cellular details that
cross the dense ECM by microscopy techniques. Cellular exten-
sions between cells in the same plane of sectioning were only
detected in less than 1% of the analysed samples. The results
obtained in ﬁgure 1A were obtained using young cartilage from
S scrofa, which contains higher number of chondrocytes than
cartilage from human adults.
Scanning electron microscopy (SEM) of S scrofa and human
cartilage samples conﬁrmed that the projections observed by
optical microscopy (ﬁgure 1) are indeed cytoplasmic extensions
of the cell (ﬁgure 2). Chondrocytes within cartilage contain at
least two long cytoplasmic extensions per chondrocyte that
spread thinly (∼200 nm in width) along the ECM and were
found to physically connect cells located in different lacunae
(ﬁgure 2).
Cx43 is located along chondrocyte membranes, including
cellular projections
As predicted, IHC analysis of primary human chondrocytes
revealed high levels of Cx43 between the cytoplasm of two
adjacent cells, conﬁrming the presence of GJ channels between
the contacting cells (ﬁgure 3A, blue arrows). Interestingly, Cx43
was also detected along the thinner extensions of cultured
human chondrocytes (ﬁgure 3B, red arrows). In tissue samples,
Mayan MD, et al. Ann Rheum Dis 2013;0:1–10. doi:10.1136/annrheumdis-2013-204244 3
Basic and translational research
 group.bmj.com on November 18, 2013 - Published by ard.bmj.comDownloaded from 
Figure 1 Optical images demonstrate the presence of cellular connections between chondrocytes in articular cartilage. (A) Immunohistochemistry
(IHC) coupled with Gill’s haematoxylin counterstaining using articular cartilage from Sus scrofa (3 months old) and an antibody for the endothelial/
haematopoietic marker CD31 conﬁrmed that the cells found in individual lacunae and containing cellular connections correspond to chondrocytes
(see online supplementary ﬁgure S2). Cartilage sections were analysed from the superﬁcial zone, located next to the synovial ﬂuid, to the deepest
region next to the subchondral bone. (B) IHC analysis of cryosections of cartilage obtained from human adults stained with a monoclonal anti-Col2A
antibody or an anti-Sox9 antibody. Note that no Gill’s haematoxylin counterstaining was performed before IHC experiments. (C) Confocal microscopy
conﬁrmed that cell projections and cell bodies are embedded in the extracellular matrix and that cell projections and cell bodies coincide in the
same point of plane. Transmitted light images were obtained using a Nikon Ti Eclipse Confocal Microscope and the Confocal A1R Nikon imaging
system. The analysis was performed using NIS Elements AR V.3.2 imaging software. For 3D imaging, sequence of Z-stack images (each 0.53 mm of
depth) were captured in different Z-axis (depth of focus). The images are shown in X/Y axis and XZ/YZ (Z-stack images) axis. The green dashed line
shows the cell body and cell projection detected in the same plane of section.
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Cx43-positive spots were distributed throughout the cell, par-
ticularly at the edges of the lacuna (ﬁgure 3C). We also detected
positive staining within the matrix outside the lacuna (ﬁgure
3C, red arrows), suggesting the presence of GJs in the cellular
projections.
Interactions between Cx43 and cytoskeletal proteins implicated
in Cx trafﬁcking were investigated through co-immunoprecipita-
tion using cultured human chondrocytes and an antibody that spe-
ciﬁcally recognises the C-terminal end of Cx43, followed by
nano-LC-MS/MS analysis. The MS data analysis indicated that the
C-terminal tail of Cx43 interacts with several cytoskeletal proteins,
including α-tubulin and β-tubulin, actin, vimentin and vinculin
(ﬁgure 3D and table 1). These results are consistent with chondro-
cytes forming GJs and communicating through cellular extensions.
Neighbouring chondrocytes exchange solutes, including
oligonucleotides
An analysis of ﬂuorescent DAPI counterstaining of cartilage sec-
tions from S scrofa revealed positive ﬂuorescence in cellular pro-
jections (ﬁgure 4A), suggesting functional coupling among tissue
chondrocytes. The images shown in ﬁgure 4A were overex-
posed; however, DAPI ﬂuorescence was speciﬁcally observed in
cellular projections, not in the matrix, indicating that these
ﬂuorescent signals were not due to overexposure of the image.
To conﬁrm whether adult human chondrocytes can transfer
siRNA-sized oligonucleotides through GJs, as suggested by the
images obtained in ﬁgure 4A, ﬂuorescently labelled oligonucleo-
tides (morpholinos), 12 nucleotides in length (12-mer oligo),
were synthesised and introduced into one cell of a pair using a
patch pipette (ﬁgure 4B). The results demonstrated that the
12-mer oligo was transferred between primary chondrocytes
within 12 min after injection (ﬁgure 4B).
Direct transfer of glucose and amino acids between
neighbouring chondrocytes
The capacity of chondrocytes to transfer glucose through GJs
was studied by loading glucose into individual human chondro-
cytes and subsequently conﬁrmed through in situ electropor-
ation (ﬁgure 5). A solution containing a ﬂuorescent glucose
tracer (2-NBDG) was introduced into one cell of a pair (donor
cell) through a patch pipette (ﬁgure 5A). Intercellular transfer
of glucose was observed between adjacent chondrocytes, result-
ing in homogeneous distribution of the label within 22–35 min
(ﬁgure 5A).
In situ electroporation on a partly conductive slide conﬁrmed
that the direct transfer of glucose between contacting cells
occurred through GJs (ﬁgure 5B). Primary chondrocytes displayed
a gradient of ﬂuorescently labelled glucose following electropor-
ation in the in situ chamber (ﬁgure 5B). Quantiﬁcation of intercel-
lular communication revealed extensive transfer (8–20 cells deep,
score 7.39) of glucose between cells (ﬁgure 5C). The graph shows
the number (score) of contacted cells into which the dye was trans-
ferred per electroporated border cell. No transference was
detected when glucose was electroporated into A549 cells, which
have no GJs (0–1 cell deep, score 0.16). In addition, inhibition of
GJ intercellular communication using the Cx43 mimetic peptide
blocker GAP27 (250 mM for 1 h) signiﬁcantly reduced the transfer
of glucose between chondrocytes (1–4 cells deep, score 1.61)
(ﬁgure 5B, C).
To study the transfer of endogenous amino acids through GJs,
we employed stable isotope labelling of amino acids in cell culture
Figure 2 Scanning electron microscopy images validate the presence of long, thin cytoplasmic arms extending from the cell body. Long
cytoplasmic arms were observed in chondrocytes from Sus scrofa and human adults. The yellow arrows indicate cytoplasmic projections. Original
images show different characteristic intensities or grey levels. The cells appear bright grey, whereas the matrix components are darker grey. The
asterisk indicates images that were processed to improve the contrast and provide colour to the original greyscale image. Homogeneous
colourisation was performed for the entire image without selecting any areas to ensure that colours fairly represent the differences in the intensity of
the original images. The green arrows indicate the presence of vesicles or other components within the projection.
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(SILAC) in a layered culture system containing a porous membrane
(ﬁgure 5D). IHC analysis of transwell membranes containing
human articular chondrocytes stained with an anti-Cx43 antibody
revealed the presence of cellular projections through the pores 4 h
after the cells were plated (ﬁgure 5D). We included a layer of
‘control receiver’ cells plated 1 mm below the membrane to
prevent direct cell contact or GJ formation with donors (ﬁgure
5D). MS analysis revealed the presence of L-lysine (13C6) and
L-arginine (13C6-
15N4) in the receivers but not the controls, con-
ﬁrming the intercellular transfer of these amino acids (ﬁgure 5D).
DISCUSSION
In the present study, we demonstrate for the ﬁrst time that chon-
drocytes in articular cartilage are physically connected through a
cellular network capable of mediating metabolic coupling and
the transfer of small siRNA-sized or miRNA-sized RNA mole-
cules, as well as glucose and essential amino acids. SEM analysis
revealed that chondrocytes embedded in the cartilage matrix
contain at least two long cytoplasmic arms that spread along the
matrix to reach a distant cell located in a different lacuna
(ﬁgure 2). Long thin extensions of the cytoplasm were also
observed in cultured chondrocytes (ﬁgure 3A,B).
A number of studies have elucidated structural characteristics
of articular chondrocytes. The presence of small cellular exten-
sions was observed in the superﬁcial layer of cartilage from one
patient with OA.28 In addition, cell processes 8 mm in length
were observed in the middle zone29 and identiﬁed by others as
potential interconnecting tracks running through the ECM.30
Although some reports suggested the presence of cytoplasmic
projections or cell remnants in the superﬁcial and middle zones,
Figure 3 Interaction of Cx43 with microtubules and actin ﬁlaments. (A) Immunohistochemistry (IHC) with an anti-Cx43 antibody coupled with
Gill’s haematoxylin counterstaining on primary human chondrocytes. Negative control is shown on the right. The nucleus (dark purple) can be
differentiated from the cytoplasm (clear purple). Cx43 was primarily localised in the cytoplasm, at the edge of the cytoplasm (membrane
localisation), between the cytoplasm of two adjacent cells (blue arrows) and (B) in the thin extensions (red arrows). (C) IHC with anti-Cx43 on
articular cartilage from adult humans. Positive signals for Cx43 were enriched on the cell edges (ﬁrst and last image) and in the middle of the
matrix (red arrows), suggesting the presence of thin extensions in the latter. (D) Immunoprecipitation (IP) experiments combined with the
identiﬁcation of interacting proteins through mass spectrometry analysis. Whole cell extract (WCE) and proteins immunoprecipitated with an
anti-CTD-Cx43 antibody were analysed by silver staining and western blotting. Remnants of the IgG-heavy chain (53 kDa) from the antibody used
for IP are visible but distinguishable from the Cx43 signal (43 kDa). The proteins listed in table 1 were identiﬁed from ten IP experiments using
primary chondrocytes from ten different donors.
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no previous studies have directly observed intercellular connec-
tions between chondrocytes in the cartilage matrix.
The existence of intercellular connections relies on the establish-
ment of cell–cell contacts. Recently reported results from our
group revealed that cell-to-cell communication between adult
human chondrocytes can occur through GJ channels.10 In fact, it
was previously shown that animal chondrocytes express the GJ
protein Cx43 and form functional GJ channels in dense mono-
layer and micromass culture.31–38 However, these reports fail to
explain how highly specialised cells such as articular chondrocytes
that exist as individual cells that are not in physical contact with
one another express Cx43 and form GJ channels. It has been
assumed that GJs only occur in clusters of chondrocytes. Results
presented herein demonstrate that distant chondrocytes in mature
articular cartilage are in physical contact with one another and
that cell-to-cell communication through GJ channels allows for
the exchange of various different molecules.
DAPI is a cationic compound that is nearly impermeable to
the plasma membranes of live cells; therefore, it is typically used
for staining nuclei of ﬁxed and dead cells. However, the transfer
of DAPI through GJ channels can be used to study functional
coupling between living cells.39–41 The positive ﬂuorescence
observed in the cellular projections (ﬁgure 4A) of chondrocytes
in in situ cartilage suggests that chondrocytes in vivo within car-
tilage are functionally coupled. The results presented in ﬁgure
4B further indicate that these cells are capable of transferring
small molecules of RNA. Endogenous and exogenous siRNA or
mature miRNA can directly alter gene expression. Several
reports have revealed the potential importance of miRNA in
maintaining cartilage integrity and homeostasis.42–44 In fact, the
major chondrogenic transcription factor Sox9 positively regu-
lates the COL2A1 gene in human chondrocytes by a
miR-675-dependent mechanism.45 Through the transfer of
small RNAs, a small group of cells or a single chondrocyte has
the potential to affect gene expression in a larger group of cells
or throughout the cartilage.
GJ communication is required for physiological processes such
as growth and metabolic coordination.46 Metabolic coupling has
special relevance in the case of avascular tissues such as the cornea
or lens. In these tissues, three-dimensional cellular networks and
GJs are essential for the maintenance of metabolic and physio-
logical homeostasis of the tissue, which are in turn essential for the
maintenance of corneal transparency. Several congenital mutations
of lens ﬁbre cell Cxs cause various types of cataracts by affecting
the conductance and/or gating of GJ channels or altering protein
trafﬁcking or channel assembly.47 We recently reported that
altered Cx protein levels and subcellular localisation are most
likely associated with the development of OA.10
Cxs assemble into functional hexameric connexons in the
endoplasmic reticulum membrane and pass through the Golgi
apparatus to reach the plasma membrane by interacting with
tubulin and actin ﬁlaments.48 49 The results shown in ﬁgure 3
and table 1 conﬁrm that Cx43 interacts with the microtubules
and actin ﬁlaments implicated in the shuttling of connexins
throughout the cytoplasm of articular chondrocytes, to be
later inserted into any site on the membrane, including cellu-
lar projections. We also detected other Cx43-interacting pro-
teins, including erzin and vinculin, which can affect GJ
assembly.49
Sinovial and bone cells express Cx proteins and form functional
GJ channels.37 Osteocytes contain multiple cellular projections
and processes that, together with GJs, comprise a complex inter-
cellular communication network implicated in matrix deposition,
mechanotransduction and architecture in bone.37 Cx43-expressing
cells transfer molecules to other Cx43-expressing cells,15 and the
deepest zone of cartilage is contiguous with the subchondral bone.
Future studies should be performed to determine if the cells that
form the three main tissues of the joint are capable of intercellular
communication.
The establishment of cell–cell contacts that allow GJ intercel-
lular communication is essential for the normal function of vas-
cular and avascular tissues. Cartilage health is critical for the
maintenance of mobility and quality of life in humans. The
results presented herein represent a crucial contribution to our
understanding of normal cartilage function and might lead to
the identiﬁcation of biological mechanisms underlying cartilage
diseases, including the eventual degeneration of the matrix,
which occurs in patients with OA.
Figure 4 Direct exchange of small oligonucleotides. (A) 40,6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI) staining of cartilage from Sus scrofa. Optical and
ﬂuorescent images reveal ﬂuorescent cellular projections. The images were overexposed. Original and processed images are shown as indicated. (B)
Flux of a 12-mer oligo in human chondrocyte cell pairs. Upper panel: a pipette containing the oligo was attached to the cell on the right in a
whole-cell conﬁguration. Epiﬂuorescent micrographs were captured at 2, 4, 6, 8, 10 and 12 min after dye injection into the cell on the right. The
results show progressively increased ﬂuorescence intensity in the recipient cell. Lower panel: plots of ﬂuorescence intensity versus time for the
injected cell (ﬁlled circles) and the recipient cell (empty circles). The data are presented as mean±SEM.
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Figure 5 Direct transfer of nutrients between chondrocytes. (A) Glucose ﬂux in contacting human chondrocytes. A pipette containing ﬂuorescently
labelled glucose was attached to a cell (yellow arrow). Glucose transference was monitored, and images were captured at 22 and 35 min after dye
injection. (B) In situ electroporation on a partly conductive slide for the measurement of intercellular junctional transfer of glucose. Primary human
chondrocytes or human lung carcinoma cells (line A549) were electroporated in the presence of 1 mg/mL ﬂuorescently labelled glucose. After
washing the unincorporated glucose, the cells were photographed under phase contrast or ﬂuorescence illumination. The red lines deﬁne the
conductive (left) and non-conductive sides (right). Gap junction (GJ) intercellular communication was severely reduced when cells were pretreated
with 250 mM of GAP27 for 1 h. Original magniﬁcation ×10. (C) Quantiﬁcation of glucose transfer through GJs. The graph represents the number of
contacted cells into which the dye was transferred per electroporated border cell (score). The data are presented as mean±SEM. n=6; **p<0.01;
Mann–Whitney test: untreated versus GAP27, and chondrocytes versus A549. (D) Transwell-layered culture system used to study the transfer of
amino acids through cellular projections and GJ channels. IHC with an anti-Cx43 antibody on transwell membranes containing articular chondrocytes
from adult humans. The green arrow indicates a cellular projection within the pore. The donor cells were previously cultured in labelled medium
containing 73 mg/mL [13C6]-L-lysine and 28 mg/mL of [
13C6,
15N4]-L-arginine and plated on top of membranes that separated the cells from the
receiver cells cultured in non-labelled medium. The data are presented as mean±SEM. n=4 for L-arginine, and n=4 for L-lysine. **p=0.0087,
*p=0.0286; Mann–Whitney test: receivers versus controls.
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In summary, the data reported here demonstrate that chondro-
cytes in articular cartilage form a three-dimensional cellular
network mediated by GJs and provide strong evidence that such
intercellular connections may be involved in the synchronised
regulation of the metabolic and physiological cartilage
homeostasis.
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Human Articular Chondrocytes Express Multiple Gap
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ttp://dx.doi.org/10.1016/j.ajpath.2012.12.018Osteoarthritis (OA) is the most common joint disease and involves progressive degeneration of articular
cartilage. The aim of this study was to investigate if chondrocytes from human articular cartilage express
gap junction proteins called connexins (Cxs). We show that human chondrocytes in tissue express Cx43,
Cx45, Cx32, and Cx46. We also ﬁnd that primary chondrocytes from adults retain the capacity to form
functional voltage-dependent gap junctions. Immunohistochemistry experiments in cartilage from OA
patients revealed signiﬁcantly elevated levels of Cx43 and Cx45 in the superﬁcial zone anddown through the
next approximately 1000 mmof tissue. These zones corresponded with regions damaged in OA that also had
high levels of proliferative cell nuclear antigen. An increased number of Cxs may help explain the increased
proliferation of cells in clusters that ﬁnally lead to tissue homeostasis loss. Conversely, high levels of Cxs in
OA cartilage reﬂect the increasednumber of adjacent cells in clusters that are able to interact directly by gap
junctions as compared with hemichannels on single cells in normal cartilage. Our data provide strong
evidence that OA patients have a loss of the usual ordered distribution of Cxs in the damaged zones and that
the reductions in Cx43 levels are accompanied by the loss of correct Cx localization in the nondamaged
areas. (Am J Pathol 2013, 182: 1337e1346; http://dx.doi.org/10.1016/j.ajpath.2012.12.018)Supported in part by the Fondo Investigación Sanitaria (CIBER- CB06/
01/0040 and PI 08/2028 to F.J.B.) Ministerio Ciencia e Innovación
(PLE2009-0144 to F.J.B.), with additional funds from the European
Regional Development Fund (European Community, to F.J.B.), the NIH
(grants R01 GM088181 to V.V. and PRB-NIH RO1 GM088180 to P.R.B.),
R.G.-F. received a CIBBER-BNN fellowship.
M.D.M., P.C.-F., and R.G.-F. contributed equally to this work.
Disclosure: M.D.M. is an Isidro Parga Pondal researcher for Xunta de
Galicia.The surfaces of articulating bones are covered by articular
cartilage, which is required for the smooth and painless
movement of the skeleton. Osteoarthritis (OA) is a condition
that is characterized by the progressive degradation of
matrix components that leads to a loss of joint mobility and
function accompanied by chronic pain. OA is the most
common joint disorder in Western populations, and its
incidence increases with age. The molecular mechanisms
regulating the pathogenesis and progression of OA,
however, are poorly understood, and no proven disease-
modifying therapy is currently available.
In adult cartilage, the chondrocytes remain resting in
a nonproliferating state, but display moderate metabolic
activity and the ability to maintain the surrounding matrix.stigative Pathology.
.Chondrocytes are isolated inside their lacunae and the
communication between chondrocytes in the superﬁcial
zone and chondrocytes in the middle and deeper layers
occurs through diffusion, although it has been reported that
cultured animal primary chondrocytes and the chondrocytes
Mayan et allocated in the superﬁcial zone of adult cartilage both express
Cx43,1e6 a protein that forms gap junction (GJ) channels
and is implicated in cell-to-cell communication.
Maintenance of the homeostatic tissue balance is controlled
by communication between the extracellular and intercellular
networks. GJs are membrane channels that often assemble as
large membrane rafts and are identiﬁed as plaques at the
membrane surface. Vertebrate GJ channels are composed of
proteins encoded by the connexin (Cx) gene family and consist
of intercellular channels that directly connect the cytoplasm of
adjacent cells.7 In addition to their role in providing a pathway
for direct intercellular communication, hemichannels are also
involved in the release and exchange of small molecules
between cells and the surrounding matrix.8 Cells can inter-
change small molecules, such as metabolites (eg, ATP),
nutrients (eg, glucose), second messengers (eg, IP3, Ca2þ, or
AMPc,), and even synthetic oligonucleotides with a molecular
weight of approximately 2 to 4 kDa.These smallmolecules can
ultimately regulate transcription in the cell. Historically
speaking, GJs were ﬁrst described as those responsible for the
electrical synapses in the central nervous system,however, they
were subsequently found in most tissues. Actually, GJ inter-
cellular communication is required for normal cellular func-
tioning and for tissue development and differentiation.9 There
are 21 expressed Cxs in humans, and each connexin may play
unique roles that are not interchangeable.10 For example, in the
liver, GJs serve metabolic functions and in the heart they
conduct electrical signals.Cxshavebeen implicated inmultiple
cellular functions and the impairment or loss of Cx expression
has been implicated in the pathogenesis of several diseases.9
OA is characterized by multiple molecular alterations, and
most changes that occur in OA cartilage are directly related to
functions controlled by Cx channels. Correct cell-matrix and
cell-cell communication is essential to maintain the structural
integrity and function of any tissue. In addition, GJ proteins
interact with many other types of proteins in the cell, including
catenins and claudins, and activate multiple molecular path-
ways.Actually, changes inCx protein levels, assembly state, or
localization are characteristic of a variety of Cx-dysregulated
diseases.11e16 The aim of this work was to investigate if adult
human chondrocytes express Cx proteins and contain func-
tional gap junctions. The results presented here demonstrate
that normal human adult articular chondrocytes express Cx43,
Cx45, Cx46, and Cx32 in all zones of adult cartilage. Primary
chondrocytes retain the capacity to form functional Cx43 gap
junctions. Remarkably, we have found that cartilage from OA
patients has higher levels of Cx43 and Cx45 protein in the
damaged proliferative zones and that Cx43 localization is lost
in the mid and deep nondamaged zones.
Materials and Methods
Cartilage Collection and Processing
Human knee and femoral head articular cartilage from adult
donors was obtained after joint surgery. All patients signed1338the informed consent form and the Institutional Ethics Co-
mmittee (Galicia, Spain) approved the study. Cartilage from
healthy persons who suffered a knee or hip fracture was
obtained following the same procedure. Histological samples
(from healthy and OA subjects with radiological diagnoses)
were graded using a modiﬁed Mankin score17 (mean age,
70.6 years; range, 60 to 89 years; Mankin score, 0 to 13
points). A higher Mankin score corresponds to a lower
structural integrity of the tissue. The samples (patients and
age-matched healthy subjects) were divided into 4 groups: i)
0 to 1 indicates normal/healthy, ii) 2 to 3 indicates grade 1
early OA, iii) 4 to 5 indicates grade 2 mild OA, and iv) 6 to
13 indicated grades 3 (6 to 7) and 4 (8 to 13) severe OA.
Samples for RNA isolation were immediately frozen in
liquid nitrogen and stored at 80C. Primary chondrocytes
were isolated as previously described.18
Primary Culture of Chondrocytes
Cells were seeded onto 100 or 162 cm2 ﬂasks for gene
expression assays. Chondrocytes were cultured in Dulbecco’s
modiﬁed Eagle’s medium (Life Technologies Ltd, Madrid,
Spain) supplemented with 100 mg/mL Primocin (Nucliber,
Madrid, Spain) and 15% fetal calf serum (Life Technologies
Ltd). Cells were grown to approximately 90% conﬂuence.
RNA Isolation and Real-Time PCR Assays
Cultured primary chondrocytes were recovered by trypsi-
nization and stored at 80C. Frozen articular cartilage
samples were digested in digestion buffer (200 mmol/L
Tris-HCl, 200 mmol/L NaCl, 5% SDS, and 100 mmol/L
sodium citrate) containing proteinase K. TRIzol Reagent
(Invitrogen, Paisley, UK) was added to the sample accord-
ing to the manufacturer’s instructions. Whole RNA was
treated with DNase (RNase-free DNase; Invitrogen, Madrid,
Spain) according to the manufacturer’s instructions to
ensure total degradation of the DNA in the sample.
IHC Assays
In situ cartilage was frozen immediately in a Cryomold
Standard using Tissue-Tek OCT Compound (Sakura, Japan)
and isopentanol (BDH, Poole, UK) in liquid nitrogen and
stored at 80C. Cartilage sections were serially sectioned
(4 mm) at 20C in a Cryostat (Leica CM1510). Tissue
sections were ﬁxed with acetone (BDH) for 10 minutes at
4C, dried at room temperature, and washed for 10 minutes
with PBS with 0.1% Tween 20, pH7.6 (PBST). Before
staining, endogenous peroxidase was inhibited by H2O2 and
methanol for 10 minutes and was washed one time with
PBST. Primary antibody was applied 1 hour at room
temperature. After three washes of 10 minutes with PBST,
sections were incubated with a peroxidase-labeled polymer
conjugated to goat anti-mouse/rabbit Ig (Dako, Glostrup,
Denmark) for 1 hour. After three washes with PBST,ajp.amjpathol.org - The American Journal of Pathology
Abnormal Connexin Distribution in OAperoxidase activity was developed using a substrate chro-
mogen solution prepared freshly and containing 3,3 dia-
minobenzidine tetrahydrochloride and H2O2, (Dako).
Sections were then washed in distilled water and counter-
stained with Gill’s hematoxylin, gradually dehydrated with
graded alcohols, and mounted in xylene with DePeX
(SERVA, Heidelberg, Germany).
Cultured cells were seeded onto chamber slides and ﬁxed
with acetone for 10 minutes at 4C, dried at room tempera-
ture, and washed for 10 minutes with PBST before per-
forming the procedure previously described. Negative
controls (omitting primary antibody) were performed to test
the speciﬁcity of the antibody. To study cartilage morphology
and verify the grade of the disease, cartilage sections were
stained with H&E, Safranin O, Fast Green, Masson’s tri-
chrome, Alcian Blue-PAS, Sirius red polarization method,
and toluidine blue. The slides were imaged using an Olympus
BX61 microscope and a DP71 digital camera (Olympus
Biosystems, Hamburg, Germany). The antibodies were
procured as followed: Cx32 antibody (ab66020) fromAbcam
(Cambridge, UK), anti-Cx46 (sc-365394) from Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA), anti-Cx45 (MAB3101), and
antiecollagen-II (MAB1330) fromMillipore Iberica (Madrid,
Spain), anti-Cx43 (610062) from BD Transduction Labora-
tories (Madrid, Spain), and anti-proliferating cell nuclear
antigen (PCNA) (NA03) from Calbiochem (Madrid, Spain).
Calibration and quantiﬁcation of the images was performed
with AnalySISD software version 5.0 (Olympus Biosystems,
Hamburg, Germany).
E-Northerns
Expression of different genes related to cell cycle and ion
transport in cartilage was analyzed by electronic Northerns
(E-Northerns). E-Northerns retrieved expression data from
DNA sequences stored in the dbEST (Database of
Expressed Sequence Tags) division of GenBank through
identiﬁcation using the BLAST software (National Center
for Biotechnology Information, Bethesda, MD). To search
for genes expressed in normal or OA cartilage, BLAST
analyses were performed using reference sequences of query
genes in the GenBank dbEST database, limiting the results
to matches unequivocally identiﬁed as either normal or OA
cartilage. The best-characterized libraries were obtained
from pools of RNA with approximately 5000 sequence
clones from normal and OA cartilage.19 Putative differences
in gene expression between normal and osteoarthritic
cartilage were detected for several genes related to cell cycle
and ion transport. The number of transcripts corresponding
to p21 and p27 were signiﬁcantly elevated in normal carti-
lage compared to OA. In regard to ion and transmembrane
transport, overexpression of GRID2 (glutamate receptor)
was detected in normal cartilage. GRIA2 was also detected
in normal cartilage, albeit at relatively low levels. DPP10 (a
known regulator of Kv4 channels) was detected in normal
cartilage but not in OA. Several cell cycle and ion channelThe American Journal of Pathology - ajp.amjpathol.orggenes are expressed in normal and OA. The most repre-
sentative differences found between normal and OA carti-
lage corresponded to CDKN1A (p21), CDKN1B (p27),
DPP10, GRIA4, GRID2, GABARAP, GABARAPL2, and
GABRG2.
Western Blot
Cell lysates were prepared from conﬂuent monolayer cells.
Equal amounts of cellular protein were resolved by 10%
SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose (Bio-Rad,
Madrid, Spain) membranes.18
Electrophysiological Measurements and Dye Injections
Experiments were performed on cell pairs. A dual voltage-
clamp method and whole-cell and/or perforated patch
recording were used to control the membrane potential of
both cells and to measure currents as previously de-
scribed.20,21 Dye transfer through gap junctions was inves-
tigated using cell pairs and Lucifer yellow (Molecular
Probes; Life Technologies Ltd).21
Statistical Analysis
The data were analyzed using the GraphPad Prism software
version 5 (La Jolla, CA). Statistical differences between
sample groups were assessed using the Student’s t-test and
Kruskal-Wallis test with Dunn’s Multiple Comparison test.
Signiﬁcant differences are represented as P < 0.05 and P <
0.01. Data are represented as the means  SEM.
Results
Adult Human Primary Chondrocytes Express High
Levels of Cx43 and Form Functional GJs
Despite the limitations of monolayer chondrocyte cultures,
these cells have served as a useful model for the study of
cartilage. Chondrocytes synthesize high levels of collagen
type 2. With time, cultured chondrocytes become more
ﬁbroblastic and down-regulate type 2 collagen synthesis. To
test the hypothesis that these cells maintained their original
phenotype in culture at the time of our assays, collagen type 2
levels and overall cellular structure were assayed by immu-
nohistochemistry (IHC) (Figure 1A). Quantitative gene
expression analysis using real-time RT-PCR revealed that
human primary chondrocytes express very high levels of Cx43
mRNA (Figure 1B). We analyzed both primary transcription
(intron-exon junctions; primary transcripts; Cx43p) and the
processed RNA (exon-exon; mRNA; Cx43m) (Figure 1B).
Western blot analysis also showed high levels of Cx43 protein
in comparison with a cell line expressing Cx43 (Figure 1C).
To test if Cx43 is found in the membrane, we used IHC
coupled with Gill’s hematoxylin counterstaining using
a monoclonal anti-Cx43 antibody (Figure 1D). Cx43 was1339
Figure 1 Human primary chondrocytes express high levels of Cx43. A: Primary chondrocytes cultured for 3 weeks keep their original phenotype and express
high levels of collagen type 2, as detected by IHC analysis using a monoclonal anti-human type II collagen antibody. Cells were seeded onto 100 cm2 ﬂasks
until conﬂuence before being seeded onto chamber slides for 2 days and ﬁxed with acetone. B: Expression analyses of hypoxanthine phosphoribosyltransferase
1 (HPRT1) and Cx43 genes by real-time RT-PCR in primary chondrocytes isolated from the cartilage of healthy individuals. Data were normalized to HPRT1
levels. Note that cells accumulate high levels of Cx43 mRNA. Very low levels were detected (0.005 times relative to HPRT1), however, of primary transcription.
Data are represented as means  SEM with n Z 4. *P < 0.05; U-test, HPRT1 versus Cx43m, and HPRT1 versus Cx43p. C: Western blot analysis of primary
chondrocytes from two healthy individuals (ie, HC-1 and HC-2). A control cell line (HeLa Cx43H10) expressing Cx43 was used. D: IHC analysis using the monoclonal
anti-Cx43antibody. As is shown in the negative control, this technique can differentiate the nucleus (dark purple) from the cytoplasm (clear purple). Cx43 spots in the
edges of the cell surface (green arrows) and at the plasma membrane in cell-to-cell contact areas (red arrows).
Mayan et almainly localized in the cytoplasm, but we could detect Cx43
between the cytoplasms of 2 adjacent cells. We also detected
multiple positive spots at the edge of the cytoplasm.
To test if human primary chondrocytes are electrically
coupled to each other by voltage-dependent GJ channels, we
conducted a dual voltage-clamp method and whole-cell/
perforated patch recording to control the membrane poten-
tial of both cell pairs and to measure currents. The results
displayed in Figure 2A show the junctional current record-
ings corresponding to the typical voltage-dependent be-
havior pattern described for GJ channels containing Cx43.
When we investigated the expression of different Cxs using
primary chondrocytes from healthy joints, we only detected
the expression of Cx43 and Cx45 (Figure 2B). We could
detect low levels of Cx45 mRNA, although we did not
observe any corresponding Cx45 protein signal in our IHC
experiments. Analysis of the typical gap-junction-permeable
dye Lucifer yellow revealed that primary chondrocytes
communicate and transfer molecules through Cx channels
(Figure 2C).
Cx43 Protein Is Overexpressed in OA Cartilage
RNA was isolated from frozen sections of cartilage tissue.
Quantiﬁcation using real-time PCR demonstrated that
chondrocytes within cartilage expresses Cx43 mRNA
(both mRNA and primary transcript) (Figure 3A). The
pattern of expression differs from cultured chondrocytes1340(Figure 1B), however, as in the case of tissue, we could
detect both mRNA and primary transcript (Cx43p). To rule
out alternative splicing, the primer sequences (Table 1)
were compared against the GenBank Expressed Sequence
Tag database. When we examined protein localization by
IHC using an anti-Cx43 antibody, we observed multiple
positive Cx43 spots in all layers of the healthy cartilage,
including the deep zone (Figure 3, B and C). The pop-
ulation of immunopositive chondrocytes in the superﬁcial
and mid-layers of healthy cartilage was similar to that of
the deeper layers (at 90% to 100% and 80% to 90% of the
cell population, respectively). We found that Cx43 is
localized at the margin of cells. We also detected positive
spots that might correspond to connections between
chondrocytes located in the same lacunae. In case of
healthy cartilage, the number of positive spots per cell that
were located in the edges of the lacunae varied between 4
and 10 (mean, 6.8).
In the case of cartilage from OA patients, Cx43 was
found in both the nucleus and the cytoplasm, with positive
spots around the edges of the lacunae (Figure 3D). Analysis
of Cx43 using IHC followed by quantiﬁcation of positive
signals using the AnalySISD software version 5.0 (Olympus
Biosystems) (Figure 3E) revealed that cartilage from OA
donors showed very high levels of Cx43 positive staining
(approximately 40 times more than healthy) in the 80% to
90% of cells in the superﬁcial layer as well as in 100% of
the cells in the mid-region down through 1000 mm.ajp.amjpathol.org - The American Journal of Pathology
Figure 2 Human primary adult chondrocytes form functional GJs. A: Voltage-gating properties of human chondrocytes. Junctional currents (bottom panel)
recorded from primary chondrocyte pairs excised from adult cartilage in response to a voltage step protocol (Vj) (upper panel). Cell 2 was stepped, whereas cell 1 was
held at 0 mV. Summary plot of normalized junctional conductance (gss/ginst) versus transjunctional voltage (Vj) obtained from ﬁve cell pairs (right panel). The
measures gss and ginst are the conductancemeasured at the end and at the beginning of the voltage pulse, respectively. The smoothed curve indicates the best ﬁt of
data to the Boltzmann equation using the following values: Vj,0 Z 71mV, gj,min Z 0.3, and z Z 2.8. The recording and data analysis showed typical voltage-
dependent behavior for GJ channels containing Cx43 (means  SEM). B: The expression analysis of several Cxs by real-time RT-PCR in primary chondrocytes
isolated from the cartilage of healthy individuals (n Z 6). Data were normalized to hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 and then to Cx43m (means 
SEM; nZ 6). Primer sequences are shown in Table 1. C: Lucifer yellow ﬂux in human chondrocyte cell pairs. A pipette containing 2 mmol/L Lucifer yellow was
attached to the cell on the right in the whole cell conﬁguration (upper panel). Epiﬂuorescentmicrographs were taken at 2, 7, and 12minutes after dye injection into
the right-sided cell. The micrographs showed a progressive ﬂuorescence intensity increase in the recipient cell. Fluorescence intensity plots versus time for the
injected cell (black circles) and the recipient cell (white circles) (lower panel). Data are represented as means  SEM.
Abnormal Connexin Distribution in OAThe protein localization was the same in both the super-
ﬁcial and damaged zones, however, in the intermediate and
deeper zones (where the tissue was less damaged), we
detected positive spots in the edges of the lacuna in only
20% to 30% of the cell population. In the deeper zones,
when the cells did show positive signals, the Cx43 was
mainly localized in the cytoplasm instead of the membrane
(Figure 3D).
Cartilage from OA donors showed a different grade of
injury (Figure 3, B and D). Cartilage damage severity was
rated (see Materials and Methods). The area around the
articular surface and down to 100 to 1000 mm is predisposed
to be damaged in early and later grades of the disease
(Figure 3B). These zones either showed severe damage or,
in the case of patients with grade 1 disease, bigger lacunae.
High levels of positive staining were already detected in theThe American Journal of Pathology - ajp.amjpathol.orgﬁrst stage of OA disease (grade 1) (Figure 3D). Overall, in
case of OA cartilage, the number of positive spots per cell
that were located in the edges of the lacunae varied between
8 and 36 (mean, 25.1) (Figure 3F).
Increased Levels of Cx43 Correlate with Nuclear PCNA
It is important to note that we observed low levels of
cytoplasmic PCNA in cartilage from healthy donors
(Figure 4A). In contrast, cartilage from OA patients showed
high levels of nuclear PCNA in the damaged areas, covering
the superﬁcial layer and down through w1000 mm
(Figure 4A). Compared to tissue from healthy donors, the
levels of Cx43 and PCNA in OA tissue were 30-fold and
4-fold higher, respectively (Figure 3E and 4B). In contrast,
the less damaged intermediate-deep zone cartilage showed1341
Figure 3 OA cartilage has high levels of Cx43
protein. A: RNA levels were determined by real-time
RT-PCR and normalized to hypoxanthine phosphor-
ibosyltransferase 1 (means SEM nZ 4).B: Healthy
cartilage showed homogeneous uptake of the
Safranin Oefast green. The superﬁcial zone (dashed
red line). The red-orange zone (dashed black line)
down to approximately 1000 mm. In contrast,
reduction of the staining and ulceration was
observed in the most severe OA cartilage sections.
Mankin score analyses were conducted to verify the
morphology and grade of the disease. Samples were
divided into 4 groups (see Materials and Methods).
Cartilage explants were cut in the operating room
immediately after surgery, and therefore all did not
have identical depth. C: IHC analysis using an anti-
Cx43 antibody. The cartilage showed here corre-
sponds to a healthy donor. Magniﬁcations (10) of
positive spots are shown. D: IHC analysis using an
anti-Cx43 antibody. The cartilage showed corre-
sponds to OA patients with different grades. Nega-
tive control (top row).E: Quantitative image analysis
of IHC staining revealed that OA cartilage showed
signiﬁcantly more intense Cx43 staining in the
superﬁcial layer and down through the top 1000 mm
(Sup-mid). *P < 0.05, **P< 0.01 by Kruskal-Wallis
test with Dunn’s multiple comparison test (nZ 4 for
healthy;nZ 10 for OA; nZ 4 for kneeOA; andnZ 6
for hip OA). F: Representation of the number of
positive spots per cell (nZ17 for healthy;nZ17 for
OA). ***P< 0.0001; Student’s t-test, healthy versus
OA (means SEM).
Mayan et ala PCNA staining pattern similar to healthy cartilage (ie,
lower levels and a more cytoplasmic PCNA distribution)
(Figure 4A). Very high levels of Cx43 were detected in
proliferating cells that are exclusively found in the superﬁ-
cial layer of OA cartilage22 (Figure 4C).22
Cx45, Cx32, and Cx46 Show Altered Levels in Cartilage
from OA Patients
In cultured chondrocytes, we detected Cx45 mRNA, but no
corresponding protein (Figure 2B). IHC of cartilage from
healthy joints, however, showed positive signals for Cx45,
Cx32, and Cx46 in all zones (Figure 5). Cx45 protein was
detected in all healthy cartilage zones, especially in the
superﬁcial layer through the top 1000 mm (Figure 5A). Cx45
formed petite positive spots around the margin of the cells,
but it was diffuse in the cytoplasm (Figure 5A). In contrast,
Cx45 in OA cartilage showed signiﬁcantly more positive
staining in the superﬁcial and damaged areas (Figure 5, A
and B), similar to what was previously observed for Cx43
and PCNA (Figure 3E and 4B). In case of OA joints, Cx451342localized in positive spots around the margin of the cells and
in the nucleus but was diffuse in the cytoplasm (Figure 5A).
In the case of Cx32 and Cx46, these proteins localized
around the edges of the cell and were possibly incorporated
into the membrane (Figure 5C). In cartilage from patients,
Cx32 was mainly found in the damaged zones and in the
intermediate cartilage (Figure 5D). Cx46, however, was
mainly detected in the superﬁcial zone and in the 1000 mm
of tissue immediately beneath. Nevertheless, some OA
patients showed higher levels of Cx32 and/or Cx46,
whereas others were negative for both Cxs (Figure 5D).
Unlike Cx43 and Cx45, we could not ﬁnd distinctive
patterns for either Cx32 or Cx46.
Discussion
This study demonstrates for the ﬁrst time that normal human
adult articular chondrocytes express several GJ proteins that
are altered in OA. We have also demonstrated that human
articular chondrocytes from adults retain the capacity to
form functional GJs with voltage-dependent gating. Theajp.amjpathol.org - The American Journal of Pathology
Table 1 Sequences of the Primers Used for Quantitative Gene
Expression Analysis
Gene Target Primer sequence
GJA1 Cx43m 50-CAATCACTTGGCGTGACTTC-30
50-AACGAAAGGCAGACTGCTCA-30
Cx43p 50-TTGCAATCTGTGATCCTTGAA-30
50-AACGAAAGGCAGACTGCTCA-30
GJC1 Cx45m 50-ATCTGGAAAAATTGCAATCAAAA-30
50-CTGTAAGGACGATCCGGAAG-30
Cx45p 50-TGGGTAACCGAAGTTCTGGA-30
50-TCCAGGATCCAGGTAAAAACC-30
GJA3 Cx46m 50-GCCGGCCAGTACTTTCTGTA-30
50-CCTGCTTGAGCTTCTTCCAG-30
Cx46p 50-ATGCCTGTCCTGTGGAGAAG-30
50-GAAGATGAACAGCACGGTCA-30
GJB2 Cx26m 50-CTTCCTCCCGACGCAGAG-30
50-GCTCATCTCCCCACACCTC-30
GJA5 Cx40m 50-AAGTCCAGGGAGGAGGAAAA-30
50-TCGTATCACACCGGAAATCA-30
GJB1 Cx32m 50-TGCAGACATTCTCTGGGAAA-30
50-TCTCATCACCCCACACACTC-30
HPRT-1 50-TTGAGTTTGGAAACATCTGGAG-30
50-GCCCAAAGGGAACTGATAGTC-30
The PCR products size is approximately 200 bp.
m, mRNA; p, primary transcript.
Abnormal Connexin Distribution in OAcharacteristic junctional current pattern obtained using
electrophysiological techniques demonstrate that adult
chondrocytes form functional GJs composed by Cx43.
Studies conducted in tissue demonstrate that Cxs are well
localized around the cell and form structures that look like
pearl necklaces around the edge of the lacunae. Within
tissue, chondrocytes are immersed in lacunae and because
there is usually one cell per lacuna, most of these positive
spots could therefore correspond to hemichannels. TheThe American Journal of Pathology - ajp.amjpathol.orgpotential presence of tubular canals (termed canaculi tracks)
in the tissue,23 however, together with unpublished results
from our group suggests that it is also possible that GJs are
being formed. Direct cellecell communication between
paired chondrocytes have already been suggested.24
Single hemichannels allow cells to interchange components
with thematrix, andCx43has been reported to form functional
hemichannels in a wide variety of mammalian cell lines.25
Cx43 hemichannels were involved in the release of ATP,
glutamate, or NADþ in the extracellular space,26,27 and they
have actually been implicated in the response of rabbit and
bovine articular chondrocytes to mechanical loading.1,2,28
Hemichannels and GJs formed by Cx43 are very permissive
and are therefore less selective than channels formed by Cx45
or Cx32.29 Conversely, while chondrocytes found in healthy
cartilage also contain Cx45, Cx32, andCx46 in the cytoplasm,
these proteins also form multiple positive spots localized
around the edges of the lacunae. When cells express multiple
Cxs, the Cxs can co-oligomerize into homomeric or hetero-
meric Cxs, although only certain combinations of the 21-
member family are permitted.30 Most cells express more
than one Cx, and heteromeric connexons are common in vivo.
This heterogeneity produces variations in the permeability and
conductance of GJs that may allow cells to dynamically
regulate their intercellular communication properties and
molecular selectivity.31 The functional data strongly demon-
strated a Cx43-dominated coupling (Figure 2), although it is
possible that other functional forms are present in the tissue
and provide additional methods for regulating cellecell and
cell-matrix communication.
Examining cartilage from OA donors, we found that OA
patients have alterations in all studied proteins. The alter-
ations of Cx43 and Cx45 protein levels, however, appeared to
occur post-transcriptionally, as Cx transcript levels wereFigure 4 High levels of Cx43 protein and PCNA
are observed in OA cartilage since early stage to
late grades of the disease. A: Representative
patterns of staining with PCNA. Cartilage sections
from healthy joints (nZ 4) and cartilage from OA
patients (n Z 4 for knee OA; n Z 6 for hip OA).
Negative control. B: Quantitative image analysis of
IHC staining with PCNA is shown. *P < 0.05,
**P < 0.01 by a Kruskal-Wallis test with a Dunn’s
multiple comparison test. C: IHC coupled with Gill’s
haematoxylin counterstaining using anti-Cx43 and
PCNA antibody. Superﬁcial layer grouped cells
found in some of the cartilage sections from OA
patients were highly positive for PCNA and Cx43
(H&E; original magniﬁcation, 20 and 100,
respectively).
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Figure 5 Human cartilage expresses Cx32,
Cx46, and Cx45, all of which have altered levels in
cartilage from OA joints. A: IHC coupled with Gill’s
hematoxylin counterstaining using anti-Cx45 anti-
body. We have observed positive signals for Cx45 in
healthy cartilage and OA. B: Quantitative image
analysis (n Z 3 for healthy; n Z 10 for OA) *P <
0.05. Kruskal-Wallis test with a Dunn’s multiple
comparison test. C: IHC using anti-Cx32 and anti-
Cx46 antibodies (normal cartilage, n Z 3). D:
Cx32 and Cx46 were detected in cartilage from
patients (n Z 4 for knee OA; n Z 6 for hip OA).
Mayan et alunaffected in OA. Increases of the Cx43 protein without
corresponding increases in the transcript levels has been
previously observed in synovial cells treated with IL-1.32 In
the case of human articular chondrocytes, we found that the
Cx43 and Cx45 proteins were already overrepresented in
cartilage from patients at the very early disease stage, espe-
cially in the superﬁcial zone and down through the top
approximately 1000 mm of tissue. Both Cxs were found in the
cytoplasm and formed small spots around the cells on the
edges of the lacunae. In the mid-deep zones, the cells were
positive for Cx43, but the localization was mainly cyto-
plasmic around the nucleus. These results suggest that mid-
deep OA chondrocytes found in nondamaged zones
express these proteins but may lack hemichannels and/or GJs
composed of Cx43. Deeper cells probably communicate
through Cx45 channels, as shown by our detection of Cx45 in
both the cytoplasm and cell membrane. The functional
deletion of a Cx isoform produces a distinct pathology and
the genetic replacement of one Cx by another fails to fully
compensate.10,33 Previous results have shown that pharma-
cological inhibition of connection channels reduces IL-1ß-
induced metalloprotease production by synovial cells,
implying that the expression of catabolic factors destroying
the matrix, such as metalloproteases, are dependent on the
presence of Cx43 channels.34 The results here demonstrate
that high levels of Cxs coincide with cartilage damage in OA.
Our results suggest a close relationship between Cx43 and
proliferation. Cx expression is differently regulated between
healthy proliferative primary chondrocytes and resting healthy1344chondrocytes in cartilage (cultured chondrocytes showed
approximately 12 times more Cx43 expression than chon-
drocytes in tissue) (Figures 1B and 3A). Similarly, more
proliferative chondrocytes and higher levels of Cxs are both
found in OA cartilage. Cartilage from OA patients showed the
most radical changes in Cx protein expression in the superﬁcial
zone and down through the top approximately 1000 mm of
tissue, areas in which OA changes are associated with a signif-
icant catabolic activation and upregulation of chondrocytes
proliferation.35 This is evidenced by increased PCNA staining
in mid-region and superﬁcial zones (Figure 4). Furthermore,
although Cx43 can regulate cell cycle progression, this ability
differs between cell types.36,37 Cx43 also regulates gene
expression, and this includes the regulation of p21 and p27.38,39
Interestingly, the over-representation of the cyclin-dependent
kinase inhibitors p21 and p27 in normal cartilage (see Mate-
rials andMethods), suggests that healthy chondrocytes in tissue
might be found mostly in the G0/G1 stage, paused likely
through active inhibition of the cell cycle via p21 (WAF1/CIP1/
p21) and/or p27 (Kip1). The close connection between p21/p27
and Cx43 might help to elucidate the role of Cx43 in articular
chondrocyte proliferationanddedifferentiation.Conversely, the
C-terminal domain of Cx43 interacts with different cell-cycle
proteins,40 making the study of the effect of Cx43 on prolifer-
ation more difﬁcult. More studies will be necessary to fully
understand the role of Cx43 in chondrocytes.
Voltage-dependent GJs are acutely regulated in response
to various stimuli. Hemichannels are normally closed, but
they open in response to decreases in extracellular calcium,ajp.amjpathol.org - The American Journal of Pathology
Abnormal Connexin Distribution in OAstrong membrane depolarization, mechanical stimulation,
and metabolic inhibition. All of these conditions are altered
in OA cartilage.41e46 Moreover, articular chondrocytes
express several types of potassium, calcium, sodium, and N-
methyl-D-aspartate channels47 that regulate the potential
membrane and/or the ratio of intracellular and extracellular
ion concentrations. The functions of these channels,
however, have not been extensively studied in either normal
or OA cartilage. For example, transcripts coding for
different GABA receptor-related proteins were found in the
cartilage (see Materials and Methods), and an altered
response to mechanical stimulation with increased levels
of glutamate has been previously reported to occur in
OA.46,48e50 Hyperpolarization and depolarization processes
affect the activity of voltage-dependent Cx gating channels.
Some of these effects might be related to upstream mecha-
nisms that lead to the alteration of the Cxs observed in OA.
Others might be related to the distant downstream responses
of early or late events involved in cell transformation.
This study demonstrates that adult chondrocytes from
humans are able to communicate with each other through GJ
channels speciﬁcally formed by Cx43. Normal human adult
articular chondrocytes within tissue express Cx43, Cx45,
Cx46, and Cx32 in all zones of adult cartilage. Our results
show a pathological increase of Cx43 and PCNA in
superﬁcial and damaged cartilage from OA donors, and it is
tempting to speculate that cell proliferation may be regu-
lated via p21/p27. The important ﬁnding of this study,
however, was that Cxs are altered in OA cartilage, with
Cx43 and Cx45 overrepresented in the damaged zones and
Cx43 delocalized from the membrane in the nondamaged
zones. The overexpression and/or loss of localization of
these proteins would affect the structural and functional
integrity of chondrocytes and may help explain the degen-
eration of the matrix that is observed in OA patients.11Acknowledgments
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CURSOS 
Curso de competencias para la investigación GRADschool. Fundación Barrié. Santiago de Compostela. Octubre 2014 
Science Xpression Workshop. Fundación Barrié. A Coruña. Septiembre, 2014 
ACTIVIDADES RELACIONADAS CON I+D+i 
 
Asistencia a ProteoRed Tissue Imaging Workshop. A Coruña. Noviembre, 2011 
Asistencia a II Jornadas de jóvenes investigadores. A Coruña. Diciembre, 2011 
Asistencia a IV Jornadas de Terapia Celular y Medina Regenerativa. A Coruña. Octubre, 2012 
Asistencia a III Jornadas de jóvenes investigadores. A Coruña. Diciembre, 2012 
Asistencia a IV Jornadas de jóvenes investigadores. A Coruña. Diciembre, 2013 
Asistencia a BioSpain. Santiago de Compostela. Mayo, 2014 
Asistencia a V Jornadas de jóvenes investigadores. A Coruña. Diciembre, 2014 
Asistencia a Cell Signaling: Recent Trends in Biomedical Research. Abril, 2015 
Asistencia a VI Jornadas de jóvenes investigadores. A Coruña. Diciembre, 2015 
Participación en el comité organizador de la VI Jornadas de jóvenes investigadores. A Coruña. Diciembre, 2015 
 
BECAS Y AYUDAS de I+D+i 
 
Beca Asistencia a Congresos (WCO-IOF-ESCEO 2016) 
ESCEO-Eli Lilly Scholarships 
Duración: 14 – 17 Abril, 2016 
 
 
  
 
Beca Estadías no Extranxeiro UDC-INDITEX 
Universidad de la Coruña e INDITEX 
Duración: Septiembre – Diciembre, 2015 
Estancia predoctoral en Departament of Basic Medical Sciences, Gent University, Gante, Bélgica 
 
Beca Asistencia a Congresos (EULAR-2015) 
Sociedad Española de Reumatología (SER) 
Duración: 10 – 13 Junio, 2015 
 
Beca Asistencia a Congresos (ACR-2014) 
Sociedad Española de Reumatología (SER) 
Duración: 14 – 19 Noviembre, 2014 
 
Beca Estadías no Extranxeiro UDC-INDITEX 
Universidad de la Coruña e INDITEX 
Duración: Septiembre – Diciembre, 2013 
Estancia predoctoral en Life Sciences Center, Brithis Columbia University, Vancouver, Canada 
 
Beca Estadías no Extranxeiro UDC. Renunciada a favor de la beca UDC-INDITEX 
Universidad de la Coruña 
Duración: Septiembre – Diciembre, 2013 
Estancia predoctoral en Life Sciences Center, Brithis Columbia University, Vancouver, Canada 
 
Beca Predouctoral de la Xunta de Galicia 
Xunta de Galica 
Duración: Diciembre, 2012 – Diciembre, 2015 
 
Beca Inicio a la investigación de la Deputación de A Coruña 
Deputación de la Coruña 
Duración: Septiembre, 2012 – Septiembre, 2013. Renunciada a favor de la beca Predoutoral de la Xunta de Galicia 
 
Beca Lanzadera CIBER-BBN de iniciación a la investigación 
CIBER-BBN 
Duración: Junio, 2011 – Mayo, 2012 
 
Beca Colaboración en el Departamento de Fisiología Vegetal, Facultad de Ciencias, Universidad de A Coruña.  
Ministerio de educación, cultura y deporte 
Duración: Diciembre, 2010 – Junio, 2011 
PARTICIPACIÓN EN CONTRATOS Y PROYECTOS DE I+D+i 
 
Título: Donación 
Entidad Financiadora: Organizaciones sin ánimo de lucro en apoyo a la investigación del cáncer 
Calidad de participación: Investigadora Predoctoral 
Investigadores Principales: Dra. María D. Mayán 
  
  
 
 
Título: Agrupación estratégica CICA-INIBIC (AGRUP2015/05) 
Entidad Financiadora: Xunta de Galicia 
Duración: 2015, 2 años 
Calidad de participación: Investigadora Predoctoral 
Coordinador: Dr. Jaime Rodríguez González 
Co-IP: Dra. María D. Mayán 
 
Título: Ayúdanos a entender el lenguaje de las células y su implicación en enfermedades 
Entidad Financiadora: Ministerio de economía y competividad y FEYCT 
Duración: 2015, 2 años 
Calidad de participación: Investigadora Predoctoral 
Investigadora Principal: Dra. María D. Mayán 
 
Título: Estudio de la función de los canales de conexinas en condrocitos articulares humanos: posible implicación en el desarrollo 
de la artrosis y búsqueda de una diana terapéutica 
Entidad Financiadora: Ministerio de Economía y Competividad y Ministerio de Salud, Servicios Sociales e Igualdad, Instituto de 
Salud Carlos III (ISIII). 
Duración: 2013, 3 años 
Calidad de participación: Investigadora Predoctoral 
Investigadora Principal: Dra. María D. Mayán 
 
Título: Estudio de la Función de la conexina 43 en condrocitos articulares humanos: Posible implicación en el desarrollo de la 
artrosis y búsqueda de una diana terapéutica 
Entidad Financiadora: Sociedad Española de Reumatologia (SER) 
Duración: 2013, 2 años 
Calidad de participación: Investigadora Predoctoral 
Investigadora Principal: Dra. María D. Mayán. 
 
MIEMBRO DE SOCIEDADES 
Socio ordinario de la Sociedad Española de Reumatología (SER) 
Socio ordinario de la Sociedad Española de Bioquímica y Biología Molecular (SEBBM) 
IDIOMAS 
Idioma Habla Lee Escribe 
Español C C C 
Gallego C C C 
Inglés R B R 
  
[R = regular; B = bien; C = correctamente] 
 
 
